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CYP1B1: Citocromo P450 1B1  
CYP2D: Citocromo P450 2D 
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DIM: 3,3’-Diindolilmetano 
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 EEM: Error estándar de la media 
ER-α: Receptor de estrógenos alfa 




GST-Ya: Subunidad Ya de la 
glutatión-S-transferasa  
[3H]: Tritio 
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IL-1β: Interleuquina 1beta 
i.p.: Vía intraperitoneal 
i.v.: Vía intravenosa 
KAT: Kinurenina aminotransferasa  
KMO: Kinurenina monooxigenasa  
KYN: Kinurenina 
KYNA: Ácido kinurénico  








NAD+: Nicotin adenin dinucleótido 
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NF-κB: Factor nuclear potenciador de 
las cadenas ligeras kappa de las 
células B activadas 





NRF-2: Factor 2 relacionado con el 
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OAT: Transportador de ácidos 
orgánicos  
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PET: Tomografía de emisión de 
positrones 
p/v: Proporción Peso/Volumen 
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polimerasa cuantitativa 
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MDMA es un derivado anfetamínico con actividad psicotropa que afecta 
principalmente al sistema serotoninérgico [1]. Numerosos trabajos han descrito que 
la administración de dosis neurotóxicas de MDMA disminuye la concentración de 
serotonina (5-HT) y la densidad de los transportadores de 5-HT (SERT) en el 
hipocampo y la corteza frontal [2-5]. Este efecto neurotóxico está estrechamente 
relacionado con el estrés oxidativo generado de forma inmediata tras la 
administración de la droga, ya que se ha observado una disminución del daño 
serotoninérgico inducido por MDMA tras la administración de atrapadores de 
radicales libres y otras sustancias antioxidantes [6-8].  
El triptófano (TRP) es un aminoácido esencial que actúa como precursor de la 
síntesis de 5-HT y de la principal ruta metabólica que regula su concentración, la vía 
de kinurenina [9]. Esta vía metabólica es responsable de la producción de numerosos 
metabolitos biológicamente activos, y su desregulación ha sido asociada a varias 
enfermedades neurológicas [10, 11]. La primera reacción de esta ruta está mediada 
por las enzimas triptófano 2,3-dioxigenasa (TDO) e indolamina 2,3-dioxigenasa 
(IDO), las cuales transforman el TRP en kinurenina (KYN), metabolito mayoritario 
de la vía [12]. La KYN actúa como precursor del resto de metabolitos que componen 
esta ruta metabólica pero, además, es un agonista endógeno del receptor de 
hidrocarburos de arilo (AhR) [13-15], un factor de transcripción ubicado en el 
citoplasma cuya actividad está relacionada con diversos mecanismos celulares como 
la plasticidad y la supervivencia neuronal, la modulación de la respuesta inmune, y la 
activación de defensas antioxidantes [16-18].  
El objetivo de este estudio fue determinar si la administración de una dosis 
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neurotóxica de MDMA conduce a la activación de la vía de kinurenina, promoviendo 
mecanismos neuroprotectores que limiten el daño serotoninérgico inducido por la 
propia droga mediante la activación de los AhR.  
La administración de una dosis neurotóxica de MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) produjo un 
aumento de la concentración de KYN en hipocampo, corteza y plasma 1, 3 y 6 h 
después de la inyección de MDMA. Los niveles de TRP también se encontraron 
aumentados en hipocampo y corteza a corto plazo, sin embargo, no se observaron 
cambios en la concentración plasmática del aminoácido tras la inyección de la droga.  
En base a esto, se determinó la contribución de las enzimas TDO e IDO, las cuales 
median en la síntesis de KYN. El análisis de la actividad de TDO ex vivo en 
homogenados de tejido hepático mostró que MDMA induce un aumento de su 
actividad enzimática a corto plazo. Este resultado se confirmó mediante la 
administración del inhibidor específico de TDO 680C91 (10 mg/kg, i.p.), el cual 
previno el aumento de la concentración de KYN a nivel central y periférico inducido 
por MDMA. Sin embargo, la inhibición de la IDO mediante el pretratamiento con 
INCB-024360 (50 mg/kg, i.p.) no indujo cambios en los niveles de KYN, 
evidenciando así que el incremento observado de la concentración de KYN a corto 
plazo tras la administración de MDMA es debido, en parte, a un aumento de la 
actividad de la enzima TDO hepática.  
Para determinar si los cambios observados en la vía de kinurenina estaban 
relacionados con el efecto neurotóxico producido por MDMA a largo plazo, se 
empleó nuevamente el inhibidor de TDO, o una dosis exógena de L-kinurenina (100 
mg/kg, i.p.) junto con probenecid (50 mg/kg, i.p.), y se analizó la densidad de los 
SERT en hipocampo y corteza mediante su marcaje con [3H]citalopram 7 días 
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después de la administración de los compuestos. La inhibición de TDO potenció el 
efecto neurotóxico a largo plazo inducido por la droga, mientras que la 
administración de kinurenina junto con probenecid lo atenuó. Estos resultados 
indican que el incremento de los niveles de KYN inducidos por MDMA podría 
limitar el daño serotoninérgico derivado de su administración.  
Considerando los resultados comentados previamente, donde se observó un aumento 
de la concentración de KYN a nivel central inducido por MDMA, y debido a que 
este metabolito actúa como agonista de los AhR, se analizó el estado del receptor en 
el hipocampo tras la inyección de la droga. Los datos mostraron un aumento de la 
actividad transcripcional de los AhR 1 y 3 h después del tratamiento con MDMA, 
coincidiendo con el incremento de la concentración de KYN previamente observado. 
Para determinar si la activación de AhR podría estar participando en un mecanismo 
neuroprotector frente al daño serotoninérgico a largo plazo producido por la droga, se 
moduló la actividad de estos receptores mediante la administración del antagonista 
específico CH-223191 (10 mg/kg, i.p.) y el agonista 3,3’-diindolilmetano (DIM; 250 
mg/kg, v.o.). La inhibición del receptor mediante su antagonista potenció la 
neurotoxicidad producida por MDMA en hipocampo y corteza frontal, mientras que 
la administración de DIM previno parcialmente el daño serotoninérgico en estas 
áreas cerebrales, indicando que la activación de AhR observada en las primeras horas 
tras la inyección de MDMA limita el daño serotoninérgico a largo plazo inducido por 
la droga. 
Con el fin de estudiar el mecanismo neuroprotector desencadenado por DIM se 
determinó el efecto de su administración sobre el estrés oxidativo generado por 
MDMA a corto plazo en tejido hipocampal mediante el análisis de la expresión de 
las enzimas hemoxigenasa-1 y catalasa, las cuales pueden verse incrementadas en 
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respuesta a la producción de radicales libres [19-23]. MDMA indujo un aumento de 
la expresión de ambas enzimas que fue prevenido en las ratas que recibieron el 
pretratamiento con DIM, sugiriendo que DIM podría estar disminuyendo el estrés 
oxidativo inducido por la droga mediante su función como atrapador de radicales 
libres [24-27], induciendo así un efecto neuroprotector frente a la toxicidad de 
MDMA. 
En conjunto, los resultados de la presente Tesis Doctoral revelan que la 
administración de una dosis neurotóxica de MDMA produce un aumento de la 
actividad de TDO y, como consecuencia, un incremento a corto plazo de la 
concentración de KYN en el cerebro el cual podría activar a los AhR, limitando así la 







MDMA is an amphetamine derivative, which exhibits psychotropic activity with the 
serotoninergic system as its primary target [1]. Previous studies have revealed that 
MDMA administration causes a marked decrease in serotonin (5-HT) concentration 
and density of 5-HT transporters (SERT) in hippocampus and frontal cortex, 
constituting experimental evidence for serotonergic toxicity induced by the drug [2-
5]. The neurotoxic effect is closely related to MDMA-induced oxidative stress since 
free radical scavengers and other antioxidant substances protect against the 
serotonergic damage produced by the drug [6-8].  
Tryptophan (TRP) is an essential amino acid that acts as a precursor of 5-HT 
synthesis and is mainly degraded by the kynurenine pathway [9], a cascade of 
enzymatic steps containing several biologically active metabolites whose alteration 
may cause diverse neurological diseases [10, 11]. The first and rate-limiting step in 
this pathway is the conversion of TRP to kynurenine (KYN), the major metabolite of 
the pathway, which is mediated by either of two enzymes, tryptophan 2,3-
dioxygenase enzyme (TDO) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) [12]. KYN acts 
as a common precursor for its downstream metabolites in this pathway, but it is also 
an endogenous agonist of the aryl hydrocarbon receptor (AhR) [13-15], a 
transcription factor located in the cytoplasm whose activity is related to various 
cellular processes such as neuronal plasticity and survival, modulation of the immune 
response, and activation of antioxidant defenses [16-18]. 
The aim of this study was to assess whether the administration of a neurotoxic dose 
of MDMA leads to the activation of the kynurenine pathway, promoting an AhR-




The administration of a neurotoxic dose of MDMA (12.5 mg/kg, i.p.) increased KYN 
concentration in hippocampus, frontal cortex and plasma 1, 3 and 6 h after MDMA 
injection. In line with the observed KYN concentrations, hippocampal and frontal 
cortex TRP levels were also increased during the first few hours following drug 
administration, however; no differences were observed in plasma TRP concentration 
between groups at any time point measured. Next, the contribution of TDO and IDO 
enzymes to KYN synthesis was analyzed. The functional state of TDO was evaluated 
by an ex vivo assay in homogenates of liver tissue. TDO activity was markedly raised 
in the liver of MDMA-treated rats during the first few hours after drug 
administration. To further confirm the involvement of TDO in the activation of the 
kynurenine pathway after a single dose of MDMA, we used the specific TDO 
inhibitor 680C91 (10 mg/kg, i.p.). In line with the previous results, MDMA-induced 
peripheral and central KYN production was partially inhibited by 680C91. Inhibition 
of IDO by INCB-024360 (50 mg/kg, i.p.) did not induce any changes in hippocampal 
and plasma KYN levels. Taken together, these results may indicate that the short-
term increase of KYN concentration after administration of MDMA is due, in part, to 
an increased TDO activity in the liver. 
We evaluated the effect of activation of the KYN pathway on long-term MDMA 
neurotoxicity. For this purpose we used a quantitative autoradiographic assay where 
SERT were labelled with [3H]citalopram. We first analyzed the effect of TDO 
inhibition on MDMA toxicity by using the TDO inhibitor 680C91 and we also 
examined the effect of an exogenous dose of L-kynurenine (100 mg/kg, i.p.) co-
administered with probenecid (50 mg/kg, i.p.) in hippocampus and cortex 7 days 
after drug administration. We found that while inhibition of TDO potentiated the 
long-term neurotoxic effect induced by the drug, measured as a decrease in SERT 
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density, co-administration of L-kynurenine with probenecid attenuated MDMA-
induced serotonergic damage. Together, these results indicate that the increased 
KYN levels induced by MDMA may actually contribute to limiting the neurotoxicity 
produced by the drug. 
Based on our previous results, which showed an increase of KYN concentration 
induced by MDMA in brain, and since KYN is an AhR agonist, we analyzed the 
activation state of the receptor in the hippocampus after an injection of MDMA. We 
observed that MDMA increased AhR transcriptional activity 1 and 3 h after its 
injection, coinciding with the times at which KYN concentration was increased. In 
order to determine whether the activation of AhR may be contributing to a 
neuroprotective mechanism against the long-term MDMA-induced serotoninergic 
damage, the receptor activity was modulated by the administration of the specific 
antagonist CH-223191 (10 mg/kg, i.p.) or the agonist 3,3'-diindolylmethane (DIM; 
250 mg/kg, orally). Inhibition of AhR by CH-223191 potentiated MDMA 
neurotoxicity in hippocampus and frontal cortex, whereas DIM administration 
partially prevented serotoninergic damage in these brain regions, indicating that the 
activation of AhR observed in the early hours after MDMA injection limits the long-
term serotoninergic damage induced by the drug.  
In order to study the neuroprotective mechanism of DIM, we determined the effect of 
DIM on the short-term MDMA-mediated oxidative stress in hippocampal tissue 
through analysis of the expression of the antioxidant enzymes hemoxygenase-1 and 
catalase, which increase as a response to free radical overproduction [19-23]. 
MDMA induced an increase in the expression of both enzymes that was prevented in 
rats pretreated with DIM, suggesting that DIM could be decreasing the oxidative 
stress induced by the drug through its free radical scavenger activity [24-27] and 
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therefore inducing a neuroprotective effect against the toxicity of MDMA.   
In conclusion, the results shown in this Doctoral Thesis reveal that the administration 
of a neurotoxic dose of MDMA produces an increase of TDO activity and, 
consequently, a short-term increase in KYN concentration in brain, which may 








La 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA) es una sustancia sintética con actividad 
psicotrópica derivada de la anfetamina. Se ha empleado principalmente como droga 
de abuso en ambientes relacionados con la cultura rave por sus efectos entactógenos 
y estimulantes [28]. Sin embargo, en los últimos años, se han realizado varios 
ensayos clínicos que pueden llegar a redefinir la MDMA como posible tratamiento 
coadyuvante en psicoterapia para trastornos mentales como el síndrome de estrés 
postraumático [29]. Estos trabajos se basan en la capacidad de MDMA para 
promover la comunicación emocional y constituyen una gran evidencia para 
impulsar una nueva regularización que permita su uso a nivel terapéutico [30-34].  
MDMA fue sintetizada por primera vez en 1912 por la farmacéutica Merck KGaA 
como un producto intermedio en el desarrollo de la metilhidrastinina, un compuesto 
con actividad hemostática derivado de la hidrastinina; sin embargo, no fue hasta 
1927 cuando se realizaron los primeros ensayos en animales para determinar sus 
posibles efectos. A mediados del siglo XX, se recuperó el interés por esta sustancia 
como parte de la búsqueda de estimulantes, siendo resintetizada nuevamente por la 
misma compañía [35, 36]. En esta misma época, el ejército de EE.UU. realizó 
estudios para evaluar la toxicidad de MDMA y otros análogos de la mescalina, 
empleando cobayas, ratas, ratones, monos y perros, donde se concluyó que MDMA 
producía menos toxicidad que otros compuestos relacionados [35]. Pocas décadas 
después, MDMA comenzó a distribuirse como droga recreativa en distintas ciudades 
de EE.UU. y, por primera vez, se describieron algunos de sus efectos en humanos. 
Coincidiendo con este hecho, distintos psicoterapeutas comenzaron a emplear esta 
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sustancia durante algunas de sus sesiones debido a su capacidad para facilitar la 
comunicación con los pacientes [37, 38]. Sin embargo, en 1985, a pesar de los 
informes elaborados por diferentes psicoterapeutas, MDMA fue clasificada en la 
Lista I de Sustancias Controladas por la Agencia Estadounidense para el Control de 
Estupefacientes (US Drug Enforcement Administration, DEA), prohibiendo el uso de 
esta sustancia por su elevado potencial de abuso y en base al trabajo publicado por 
Ricaurte et al. [39], donde se observaron efectos neurotóxicos derivados de la 3,4-
metilendioxianfetamina (MDA), uno de los metabolitos activos procedentes de la 
degradación de MDMA en el organismo.   
1.1 Química y síntesis de la molécula de MDMA 
MDMA o (RS) N-metil-1-(3,4-metilendioxifenil) propan-2-amina o 3,4-
metilendioximetanfetamina (C11H15NO2) pertenece al grupo de las feniletilaminas. 
Posee una estructura derivada de la anfetamina con un grupo metilendioxi (-O-CH2-
O-) en las posiciones 3 y 4 del anillo aromático. Además, a diferencia de la 
anfetamina, MDMA posee una amina secundaria formada a partir de su unión con un 
grupo metilo, lo que posiblemente provoca que presente una menor actividad 
alucinógena en comparación con otras sustancias de la familia de las feniletilaminas 
como la MDA o la mescalina, las cuales poseen una amina primaria en su estructura 
(figura 1) [40, 41].  
La síntesis de MDMA genera una mezcla racémica debido a que su estructura 
contiene un carbono quiral. El isómero “S” es el más psicoactivo, produciendo un 
efecto mayor sobre la liberación de 5-HT (5-hidroxitriptamina, serotonina) y de otros 
neurotransmisores, así como una mayor reducción de las concentraciones de 5-HT a 
largo plazo [37, 42, 43]. Uno de los precursores más usados actualmente en la 
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síntesis de MDMA es la piperonilmetilcetona (PMK), pero además puede ser 
producida a partir del safrol, un compuesto de origen natural [44]. MDMA se 
sintetiza en forma de base libre, sin embargo, debido a que es un aceite espeso, 
inestable y altamente cáustico no es adecuado para el consumo. La manipulación de 
MDMA en forma de sal es más común, principalmente como clorhidrato, ya que 
proporciona solubilidad al compuesto para su posterior formulación [28]. 
 
Figura 1: Estructura química de algunas feniletilaminas, entre ellas la MDMA. 
1.2 Farmacocinética de MDMA 
MDMA es activa en humanos a partir de dosis comprendidas entre 75 y 100 mg (1-
1,5 mg/kg; v.o.). Establecer una equivalencia entre modelos animales y humanos 
resulta complicado debido principalmente a las diferencias metabólicas entre 
especies [45, 46]. En el caso de la rata, uno de los modelos más usados en 
investigación para el estudio de los efectos de MDMA, los niveles plasmáticos se 
correlacionan con los de humanos únicamente a dosis bajas (p. ej. 2 mg/kg en 
humanos frente a 7 mg/kg en la rata). Cuando estas son más elevadas, las diferencias 
metabólicas requieren incrementar la dosis en rata para alcanzar concentraciones 
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plasmáticas de la droga similares a las observadas en humanos [46-48]. 
La metabolización de MDMA se produce principalmente en el hígado, aunque una 
parte también puede ser metabolizada por otros órganos como el cerebro. El primer 
paso de su transformación consiste en la N-desmetilación y la O-desmetilación 
mediada por varias proteínas de la familia del citocromo P450 (CYP450), dando 
lugar a metabolitos derivados del catecol. Algunos de estos productos pueden ser 
metabolizados por la catecol O-metiltransferasa (COMT) o sufrir reacciones de 
oxidación generando radicales libres, además de formar conjugados con glutation 
(GSH) reduciendo así las defensas antioxidantes [1, 41, 49]. La eliminación de 
MDMA y sus metabolitos se produce principalmente a través de la orina pero 
también puede detectarse en saliva, sudor o pelo, siendo de unas 40 h el tiempo que 
tarda en desaparecer del organismo [46, 47].  
1.3 Consumo y dependencia de MDMA 
La vía de administración más utilizada en el consumo de MDMA es la vía oral, 
aunque también existen algunas menos habituales como la intranasal o la 
intravenosa. Puede encontrarse en forma de cristal, polvo o comprimido, siendo esta 
última la más habitual debido a que permite presentaciones más atractivas con 
diferentes formas, colores y troquelados con fines de mercado [28, 46, 50]. El rango 
de dosis por comprimido es muy variable y se ha ido incrementando desde los 
últimos 10 años. En la actualidad se han detectado cantidades desde 125 mg llegando 
hasta un máximo de 270-340 mg en cada uno [44, 51, 52], sin embargo, algunos 
consumidores de esta sustancia pueden llegar a ingerir más de cuatro pastillas en 
cada sesión. Debido a esto, la concentración de MDMA que puede encontrarse en 
sangre es muy variable. Además, los comprimidos suelen estar adulterados con otras 
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sustancias como cafeína o paracetamol e incluso con otras drogas como MDEA o 
metanfetamina [44], y la mayoría de los consumidores combinan MDMA con otras 
sustancias psicoactivas legales e ilegales como alcohol, tabaco, cannabis o cocaína lo 
que dificulta la interpretación de los resultados obtenidos en estudios de 
consumidores sobre los efectos inducidos por esta droga [50, 53]. 
Actualmente, en España, el éxtasis es considerado una sustancia ilegal, siguiendo el 
convenio de Viena que incluye a MDMA en la lista I de Psicotrópicos desde el 21 de 
febrero de 1971. El consumo de MDMA tanto en España como en el resto del mundo 
suele darse entre la población joven adulta y su uso se ha asociado históricamente a 
un ambiente nocturno, concretamente en discotecas y clubes. Es una de las sustancias 
psicoestimulantes más consumidas de Europa, siendo muy popular en las décadas de 
los 90-00’, aunque en años posteriores se observó una tendencia a la baja tanto en 
Europa como a nivel mundial. Sin embargo, en la actualidad algunos trabajos indican 
que se está produciendo un repunte del consumo de MDMA, observado mediante la 
detección de la droga en las aguas residuales de las principales ciudades Europeas y 
en el número de incautaciones realizadas (figura 2). Este hecho parece estar 
relacionado con distintas causas, como el desarrollo de nuevas vías de síntesis que 
emplean precursores legales más sencillos de adquirir, la aparición de un mercado 
global en Internet que facilita la adquisición de estas sustancias y de la propia droga 
en su forma final, y un incremento de los niveles de pureza en los comprimidos de 




Figura 2: Incautaciones realizadas de MDMA en la Unión Europea. (A) La gráfica 
muestra la cantidad de pastillas incautadas entre los años 2002-2016 en distintos países de la 
Unión Europea. (B) Número de incautaciones realizadas en los distintos países de la Unión 




Los consumidores de MDMA manifiestan algunos síntomas de dependencia clásicos 
como tolerancia o cierta dificultad para dejar de consumir la droga, de hecho, varios 
estudios en animales muestran una conducta de autoadministración lo que hace que 
sea catalogada como una potencial droga de abuso [28, 55-58]. No obstante, parece 
improbable que MDMA induzca una dependencia grave ya que menos del 1% de las 
personas que iniciaron un tratamiento por drogodependencia mencionaron el 
consumo de MDMA [51]. Esto se ha justificado por la disminución de los efectos 
positivos que produce y un aumento de la aparición de efectos desagradables según 
se incrementa la frecuencia de administración que frenaría su consumo a largo plazo 
[28, 50, 55].  
1.4 Efectos de la administración de MDMA en humanos y primates no humanos 
Los estudios clínicos de carácter prospectivo y retrospectivo han permitido conocer 
los efectos de MDMA en humanos, sin embargo, ambos tipos de estudios poseen 
limitaciones que se deben tener en consideración.  
Los ensayos de carácter prospectivo realizados en humanos están sujetos a estrictas 
consideraciones éticas que establecen el uso de dosis más bajas respecto a las 
utilizadas por los consumidores. Incluso la dosis de MDMA de 125 mg, empleada en 
la actualidad en ensayos clínicos y en anteriores estudios, ha sido cuestionada por 
diferentes autores [59, 60]. No obstante, es considerada una dosis segura y por ello 
ha sido utilizada durante los ensayos clínicos de fase 2 y 3 para evaluar a MDMA 
como posible tratamiento coadyuvante en el síndrome de estrés postraumático [30, 
61, 62].   
Los estudios de tipo retrospectivo están caracterizados por la alta variabilidad de las 
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dosis consumidas por los sujetos que participan, la adulteración de la droga y el 
habitual policonsumo de otras sustancias, introduciendo múltiples variables que no 
están presentes en otros estudios [63, 64]. 
1.4.1 Efectos a corto plazo de la administración de MDMA en humanos y 
primates no humanos 
El consumo de MDMA induce, inicialmente, un incremento de la liberación de 
serotonina. Este efecto ha sido determinado de forma indirecta en los consumidores 
mediante la detección en el líquido cefalorraquídeo de una disminución de la 
concentración de uno de sus principales metabolitos, el ácido 5-hidroxindolacético 
(5-HIAA). Paralelamente, la droga desencadena una respuesta hipertérmica que 
puede conducir a la muerte si esta se agrava [1, 65-67]. En primates no humanos, 
MDMA también induce una respuesta análoga respecto a la liberación de 
monoaminas y el incremento de la temperatura [67]. Existen, además, respuestas 
similares entre ambas especies tras la administración de MDMA como la 
disminución del apetito, los temblores, el bruxismo, la distonía, el aumento de la 
presión sanguínea y de la frecuencia cardiaca, las cuales están relacionadas con el 
síndrome serotoninérgico; sin embargo, la manifestación de estas alteraciones no se 
correlaciona con las concentraciones plasmáticas de la droga [68]. 
1.4.2 Efectos a largo plazo de la administración de MDMA en humanos y 
primates no humanos 
Varios trabajos han evidenciado el efecto neurotóxico a largo plazo producido sobre 
el sistema serotoninérgico en el cerebro humano tras el consumo de MDMA [69, 70]. 
Un estudio post mortem realizado sobre un consumidor crónico de MDMA reveló 
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que las concentraciones de 5-HT y de sus metabolitos estaban disminuidas entre un 
50-80% en varias regiones cerebrales, mientras que los niveles de dopamina no se 
encontraban alterados [71]. Además, las técnicas de PET (tomografía por emisión de 
positrones) y SPECT (tomografía computerizada de emisión monofotónica) han 
permitido realizar estudios in vivo en humanos empleando como marcador de daño 
cerebral la cuantificación de la densidad de los transportadores de serotonina 
(SERT), reflejando la neurotoxicidad serotoninérgica derivada del consumo de 
MDMA en regiones corticales [70, 72, 73]. Estos estudios han observado una 
disminución de los SERT que es dependiente de la dosis y puede mantenerse durante 
periodos de abstinencia, sin embargo, se determinó una recuperación parcial de estos 
transportadores a largo plazo [73-75]. Igualmente, se ha observado que el consumo 
de MDMA deriva en un incremento compensatorio de la densidad de receptores 5-
HT2A postsinápticos en varias áreas corticales debido a la disminución de la señal 
serotoninérgica inducida por la droga [75, 76]. La disminución del efecto inhibitorio 
de la señalización serotoninérgica cortical derivada de la neurotoxicidad conduce a 
un aumento de la excitabilidad neuronal, confirmado mediante estudios de 
resonancia magnética funcional en consumidores [74, 75]. El efecto de MDMA sobre 
el sistema serotoninérgico parece ser mayor en mujeres que en hombres, tanto a corto 
como a largo plazo [41, 74], siendo estas más susceptibles a la neurotoxicidad de la 
droga. Estas alteraciones observadas a largo plazo sobre el sistema serotoninérgico 
inducidas por MDMA pueden suponer cambios funcionales que contribuyan a la 
aparición de patologías psiquiátricas y a cambios en el comportamiento del individuo 
[41, 74]. 
En primates no humanos, la administración de una dosis de MDMA induce 
igualmente efectos neurotóxicos a concentraciones plasmáticas equivalentes a las 
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encontradas en consumidores [70, 77, 78]. Además, 2 semanas después de la 
administración de MDMA se observa una marcada reducción de axones 
serotoninérgicos en el neocortex y en el hipocampo que puede llegar a mantenerse 
incluso 7 años después [79]. Tras 18 meses desde la administración de MDMA se 
observa, además, una reorganización de las proyecciones neuronales con patrones de 
inervación alterados [79, 80]. 
1.4.3 Efectos comportamentales y fisiológicos en consumidores de MDMA 
Los efectos de la droga aparecen a partir de los primeros 20 minutos desde su toma y 
se mantienen de 3 a 6 horas. Inicialmente, el consumo de MDMA induce sensaciones 
de euforia, percepción sensorial agudizada y alteraciones perceptivas visuales, 
temporales y táctiles [50]. Además, debido a que es una droga entactógena, algunos 
de los efectos asociados a su consumo son sensación de bienestar, y mayor 
sociabilidad y cercanía emocional lo que fomenta una mayor comunicación y facilita 
el acceso al interior de la conciencia del individuo [41, 47, 50, 81]. Estos efectos 
emocionales y sociales producidos por la droga podrían estar causados directa o 
indirectamente por la liberación de 5-HT, prolactina y oxitocina [28, 81]. Como 
droga psicoestimulante, el consumo de MDMA también es capaz de incrementar el 
estado de vigilia, la resistencia física y la excitación sexual, reduciendo la sensación 
de fatiga y somnolencia, efectos que han sido asociados al incremento de la 
liberación de dopamina que produce la droga [41, 47, 50, 81]. Además de estos 
efectos, MDMA también puede producir alucinaciones visuales, paranoia, ansiedad y 
crisis de angustia en consumidores habituales [28, 81].  
Los efectos fisiológicos que puede producir la droga de forma aguda son trismo, 
bruxismo, náuseas, falta de apetito, dolor de cabeza, midriasis, visión borrosa, 
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sequedad de boca e incremento de la frecuencia cardiaca y de la presión sanguínea, 
manteniéndose, algunos de ellos, días después del consumo de la droga. Estos 
cambios parecen estar asociados a la liberación de noradrenalina y al incremento 
agudo de las concentraciones plasmáticas de las hormonas adrenocorticotropa, 
cortisol, hormona del crecimiento y vasopresina [41, 66, 74, 81]. 
A largo plazo, el individuo puede presentar trastornos del sueño y síntomas de 
depresión como consecuencia del agotamiento de 5-HT y de la disminución de las 
señales serotoninérgicas [28]. También, la neurotoxicidad inducida por MDMA se ha 
relacionado con la pérdida de funciones cognitivas como la memoria y el 
aprendizaje, y la disminución de la concentración y del procesamiento lógico, efectos 
evidenciados tras la realización de estudios retrospectivos en consumidores de la 
droga [41, 82]. Además, el consumo abusivo de MDMA mantenido en el tiempo 
podría aumentar el riesgo de desarrollar trastornos psicóticos [74, 82, 83].  
1.4.4 Toxicidad de MDMA en humanos 
MDMA puede dar lugar a efectos dañinos debido a su toxicidad que pueden terminar 
en muerte para el consumidor [50], de hecho esta droga es una de las 6 sustancias 
que más presentan los consumidores en urgencias cuando acuden por una toxicidad 
aguda [51]. En estos casos, los niveles plasmáticos de MDMA pueden llegar a ser 40 
veces superiores a los detectados en consumidores habituales, sin embargo, se han 
observado casos a dosis más bajas debido a que los efectos de la droga también 
dependen de factores ambientales [28, 47]. Uno de los efectos más importantes que 
se producen en casos de toxicidad en las primeras horas tras el consumo es la 
respuesta hipertérmica. La hipertermia se produce por la acción de MDMA sobre el 
hipotálamo, además de por el aumento del metabolismo cerebral y de la 
 38 
 INTRODUCCIÓN 
vasoconstricción de la piel. Cuando la temperatura supera los 42ºC se desencadena la 
hipertermia fulminante que conlleva un fallo multiorgánico que termina en muerte 
[28, 65, 66]. El tratamiento para la hipertermia consiste en enfriar el cuerpo, hacer un 
lavado de estómago, administrar suero salino y, en determinados casos, también 
puede administrarse fármacos α y β-bloqueantes y relajantes musculares [28, 66]. A 
nivel cerebral, pueden presentar convulsiones y ataques epilépticos que es el 
problema neurológico más frecuentemente asociado.  
Además, pueden presentar hipertensión, rotura de vasos sanguíneos y taquicardia, 
pudiendo llegar a producir fallo cardiaco y edema pulmonar debido al efecto de la 
MDMA sobre la liberación de la noradrenalina [28, 84]. Otros de los efectos tóxicos 
más importantes que pueden presentar los consumidores son la ictericia, el fallo 
hepático y la necrosis, que ocurren como consecuencia de la metabolización hepática 
de la droga debido a la formación de metabolitos reactivos y a la generación de estrés 
oxidativo [41, 50]. 
1.5 Efectos de la administración de MDMA en rata  
La administración de MDMA en rata induce una respuesta hipertérmica y una 
disfunción preferente del sistema serotoninérgico, equivalentes a las descritas 
previamente en primates, sin embargo, los modelos de rata requieren mayores dosis 
para inducir un efecto neurotóxico [1, 41, 46, 67]. Además, en función de la cepa de 
rata empleada, existen diferencias en la frecuencia de administración y las dosis de 
MDMA necesarias para inducir un daño serotoninérgico debido a la distinta 
capacidad de metabolización de la droga. En concreto, la cepa Dark Agouti presenta 
una particular deficiencia en determinadas isoformas del CYP450 pertenecientes a la 
subfamilia CYP2D [4, 85, 86] que provoca una mayor sensibilidad a los efectos 
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neurotóxicos inducidos por MDMA, a diferencia de lo que ocurre con otras cepas 
más corrientes con mayor resistencia al daño causado por la droga [2, 5]. 
Otro de los roedores más utilizados en el estudio de esta droga es el ratón, sin 
embargo, los efectos sobre el sistema serotoninérgico producidos en ratón no son tan 
marcados como en la rata, siendo necesarias dosis muy elevadas y repetidas para 
inducir los mismos efectos a corto plazo sobre el contenido de 5-HT y de sus 
metabolitos; de hecho, el efecto más importante relacionado con la administración de 
MDMA en este modelo murino involucra al sistema dopaminérgico [1, 87]. Además, 
algunos estudios de nuestro grupo de investigación han observado que la 
disminución del contenido de 5-HT en el hipocampo y la corteza de ratones tras la 
administración de la droga no es dosis-dependiente, a diferencia del efecto observado 
en la rata [88, 89]. 
1.5.1 Efectos a corto plazo de la administración de MDMA en rata 
? Efectos sobre el sistema serotoninérgico 
La administración de MDMA produce un incremento inmediato de la liberación de 
5-HT en hipocampo, corteza e hipotálamo [1, 41, 90, 91]. Este efecto es debido a la 
interacción de MDMA y de sus metabolitos con los SERT que induce una reversión 
del sentido del transporte de 5-HT, favoreciendo su liberación al espacio sináptico e 
impidiendo su recaptación [1, 41]. Además, MDMA puede introducirse en los 
terminales nerviosos a través de los SERT e interaccionar, igualmente, con el 
transportador vesicular de monoaminas (VMAT), alterando la entrada de 5-HT en las 
vesículas sinápticas y potenciando aún más la salida de este neurotransmisor [92]. 
Otro de los efectos desencadenados por la droga es el bloqueo del catabolismo de las 
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monoaminas mediante la inhibición parcial de la enzima monoamino oxidasa 
(MAO), lo que promueve el incremento citoplasmático de la 5-HT disponible para su 
liberación [93, 94]. 
Tras la liberación inicial de 5-HT, se produce una disminución del contenido del 
neurotransmisor en las neuronas serotoninérgicas mediante la inhibición inmediata e 
irreversible de la actividad de la triptófano hidroxilasa (TPH), enzima limitante en la 
síntesis de 5-HT a partir de triptófano (TRP) [41, 95]. Otros neurotransmisores como 
dopamina y noradrenalina también son liberados de forma aguda tras la 
administración de MDMA, participando en los efectos fisiológicos que produce esta 
droga a corto plazo [1, 41, 90, 96]. 
? Neuroinflamación y estrés oxidativo 
La administración de MDMA desencadena una respuesta neuroinflamatoria como 
consecuencia de los efectos que induce sobre los terminales serotoninérgicos. Esta 
respuesta ha sido manifestada por un aumento de la activación microglial y de los 
niveles de la citoquina proinflamatoria IL-1β en hipocampo, corteza frontal e 
hipotálamo [83, 97-99]. Además, algunas publicaciones han observado la aparición 
de astrogliosis tras la administración de una dosis neurotóxica de MDMA [41, 100, 
101].  
MDMA induce la generación inmediata de radicales libres, reflejada por un aumento 
de la concentración de ácido 2,3-dihidroxibenzoico en el dializado de corteza, 
hipocampo y estriado [7, 102, 103], además de por un incremento de las especies 
nitrosativas [104, 105] y del índice de peroxidación lipídica en estas mismas áreas 
cerebrales [106, 107]. Esta producción de radicales libres se da mayormente como 
resultado de la metabolización de la droga y de las monoaminas liberadas [41]. 
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Además, el estrés oxidativo generado está relacionado con la respuesta hipertérmica 
inducida por la droga dado que la disminución de la hipertermia es capaz de prevenir 
la formación de radicales libres [108].  
MDMA también induce la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y 
especies reactivas de nitrógeno (RNS), junto con la disminución de las defensas 
antioxidantes, en otros tipos celulares, concretamente en cardiomiocitos y 
hepatocitos, participando en la toxicidad cardiovascular y hepática observada tras la 
administración de la droga [109-111].  
? Hipertermia 
Como se ha comentado previamente, MDMA induce una respuesta hipertérmica en 
las primeras horas tras el tratamiento con la droga [65]. Este efecto está mediado por 
diferentes mecanismos que involucran a los sistemas de serotonina, dopamina y más 
directamente noradrenalina [41, 67]. De hecho, la vasoconstricción periférica 
producida por la activación de receptores α y β adrenérgicos centrales y periféricos 
tras la administración de MDMA altera la correcta termorregulación de la rata, 
limitando la disipación de calor mediante el bloqueo de la capacidad de 
vasodilatación de los vasos de la cola, su principal mecanismo regulador de la 
temperatura corporal [65, 67].  
Las condiciones ambientales también pueden influir de forma pronunciada en el 
efecto hipertérmico inducido por MDMA. Así, una temperatura ambiental de entre 4-
15°C es capaz de prevenir la hipertermia [65, 97, 112, 113], mientras que una 
temperatura elevada superior a 28°C la potencia, llegando a comprometer la 
supervivencia del animal [41, 112, 113]. La toxicidad por agregación es otro de los 
factores externos que pueden potenciar la hipertermia producida tras el tratamiento 
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con MDMA, induciéndose una mayor neurotoxicidad cuando varios animales son 
dispuestos en una misma jaula [65].  
? Otros efectos fisiológicos y comportamentales 
La administración de MDMA en rata tiene efectos sobre el sistema cardiovascular 
produciendo taquicardias, arritmias, un incremento en la presión arterial y 
vasoconstricción [1, 41, 114], y sobre el sistema endocrino incrementando la 
secreción de corticosterona y prolactina entre otras [1]. El síndrome serotoninérgico 
generado tras la administración de MDMA es responsable del incremento de la 
salivación, defecación, piloerección, proptosis, erección peneana y eyaculación [1]. 
Por otro lado, a nivel comportamental, se ha observado que la administración de 
MDMA en ratas induce un incremento de su actividad locomotora y una respuesta 
ansiogénica a corto plazo [41, 115]. En cambio, varias semanas después, el efecto 
que muestran es ansiolítico [116], además de un comportamiento depresivo, déficits 
en el aprendizaje, alteración de la memoria espacial y del reconocimiento no espacial 
y disminución de las interacciones sociales [41, 117, 118]. 
1.5.2 Efectos a largo plazo de la administración de MDMA en rata  
La neurotoxicidad inducida a largo plazo tras la administración de MDMA se 
produce específicamente en el sistema serotoninérgico y se manifiesta como una 
disminución de la densidad de los SERT [2, 4, 5, 119, 120] y una reducción del 
contenido de 5-HT y de 5-HIAA [2, 5], esta última como consecuencia de la 
disminución mantenida del contenido de VMAT [121] y de la inhibición irreversible 
de la enzima TPH [41, 95]. En concreto, la disminución de la concentración de 5-HT, 
y del marcaje de la TPH y de los SERT se ha observado principalmente en el 
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hipocampo, la corteza y, en menor proporción, en el estriado, debido al elevado 
número de terminaciones nerviosas serotoninérgicas que poseen estas regiones 
cerebrales [122-125]. Paralelamente, se produce un aumento de la expresión de 
receptores 5-HT2A en la corteza como mecanismo de adaptación a la menor 
transmisión serotoninérgica [41]. Estos efectos pueden observarse incluso meses 
después de la administración de MDMA dependiendo de la dosis administrada y de 
la región analizada [1, 41]. Además, empleando la técnica de FluoroJade (un 
fluorocromo que proporciona un marcaje específico de muerte neuronal), se han 
observado signos de degeneración neuronal en la corteza parietal y perirrinal y en el 
tálamo tras el tratamiento con dosis elevadas de MDMA o con dosis neurotóxicas 
más bajas pero con un efecto hipertérmico muy elevado [126]. De hecho, se ha 
descrito un incremento de las proteínas Bax (proteína X asociada a Bcl-2) y Bcl-2 
(proteína 2 de la leucemia/linfoma de células B), ambas implicadas en mecanismos 
apoptóticos, en el hipocampo de rata 7 días después de la administración de la droga 
[127]. La neurotoxicidad serotoninérgica inducida por MDMA parece ser 
consecuencia de la acción de metabolitos activos de la droga generados 
periféricamente y no de la propia molécula, ya que su infusión directa a nivel central 
no es capaz de producir un daño serotoninérgico a largo plazo, aunque si de inducir 
la liberación inmediata de 5-HT [128]. En la figura 3 se muestra un esquema 





Figura 3: Efecto de MDMA sobre el sistema serotoninérgico a corto y largo plazo. A 
corto plazo, MDMA interacciona con los transportadores de serotonina (SERT) revirtiendo 
el sentido del transporte de serotonina (5-HT) y con el transportador vesicular de 
monoaminas (VMAT), alterando la entrada de 5-HT en las vesículas sinápticas; todo ello 
potencia la salida de este neurotransmisor al espacio sináptico. Además, MDMA bloquea el 
catabolismo de 5-HT mediante la inhibición de la monoamino oxidasa (MAO), lo que 
promueve el incremento de 5-HT disponible para su liberación. A largo plazo, MDMA 
disminuye la densidad de los SERT y la concentración de 5-HT esta última como 
consecuencia de la disminución del contenido de VMAT y de la inhibición irreversible de la 
enzima triptófano hidroxilasa (TPH) encargada de la síntesis de 5-HT a partir del triptófano 
(TRP). Paralelamente se produce un incremento de los receptores de 5-HT postsinápticos.  
La regeneración del sistema serotoninérgico tras el daño producido por MDMA 
depende del área cerebral. La recuperación de la densidad de los SERT se produce a 
las 32 semanas en la corteza y el estriado, mientras que en el hipocampo permanece 
disminuida hasta 52 semanas después. No obstante, un año después de la 
administración de MDMA, todas las regiones cerebrales estudiadas mostraron una 
recuperación de los niveles de 5-HT [41]. Además, se ha observado que la 
reinervación neuronal en el estriado es más rápida que en la corteza y el hipocampo 
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[95, 129]. Sin embargo esta regeneración muestra un patrón anormal, observándose 
una hiperinervación en la amígdala e hipotálamo, y una denervación en zonas más 
distales, como la corteza [130]. 
Existen varios mecanismos involucrados en el daño serotoninérgico inducido por 
MDMA a largo plazo. Se ha observado una estrecha relación entre el estrés oxidativo 
inducido a corto plazo y el efecto neurotóxico que produce MDMA. La 
administración del agente atrapador de radicales libres α-fenil-N-terbutilnitrona 
(PBN) [6] y de otros compuestos antioxidantes como L-cisteína [7, 8] induce una 
disminución del estrés oxidativo que es capaz de atenuar el daño serotoninérgico 
asociado a la droga. El incremento de la temperatura es otro de los factores asociados 
al daño serotoninérgico, dado que la disminución de la respuesta hipertérmica es 
capaz de reducir la neurotoxicidad inducida por la droga [65, 95]. En concreto, se ha 
observado que varios compuestos neuroprotectores ejercen su efecto sobre el daño 
serotoninérgico mediante la prevención del efecto hipertérmico [108, 131]. Sin 
embargo, los animales de experimentación tratados con MDMA pueden presentar 
neurotoxicidad en ausencia de hipertermia [41, 65]. A parte del estrés oxidativo y la 
hipertermia, se ha observado que la neuroinflamación producida a corto plazo puede 
formar parte del mecanismo neurotóxico inducido por MDMA, ya que la inhibición 
de la activación microglial disminuye el daño serotoninérgico en la corteza frontal, 
aunque no se observó el mismo efecto en el hipotálamo [132, 133]. Por último, el 
tratamiento con fluoxetina, inhibidor de la recaptación de los SERT, protege frente a 
la neurotoxicidad inducida por MDMA de forma independiente al efecto 
hipertérmico producido por la droga, evidenciando el papel de estos transportadores 
en el daño serotoninérgico [134].  
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2. La vía de kinurenina 
La vía de kinurenina ha cobrado una mayor relevancia en los últimos años debido a 
que algunos trabajos la han relacionado con diferentes trastornos del sistema 
nervioso central (SNC) y otras patologías, lo que ha permitido, en determinados 
casos, el descubrimiento de nuevas dianas farmacológicas [135, 136]. Su estudio 
comenzó a mediados del siglo XX con el fin de entender la contribución de la vía en 
la síntesis del cofactor nicotin adenin dinucleótido (NAD+) [137, 138], una coenzima 
involucrada en multitud de mecanismos celulares [139, 140]. Pero además, esta vía 
metabólica es responsable de la producción de numerosos metabolitos 
biológicamente activos que derivan del TRP, un aminoácido esencial que actúa como 
precursor en esta ruta metabólica y en otras como la síntesis de 5-HT [9, 141].   
La vía de kinurenina es la principal ruta de degradación del TRP, siendo responsable 
de la metabolización de aproximadamente un 95% del aminoácido disponible. En 
primer lugar, el TRP es metabolizado mediante la acción de las enzimas triptófano 
2,3-dioxigenasa (TDO) o indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) formando N'-
formilkinurenina (N-formilKYN), la cual se hidroliza a kinurenina (KYN) mediante 
la N'-formilkinurenina formamidasa. Seguidamente, la KYN puede metabolizarse a 
través de dos rutas enzimáticas. La enzima kinurenina monooxigenasa (KMO) media 
en su hidroxilación a 3-hidroxikinurenina (3-OHKYN) a partir de la cual, y mediante 
sucesivas transformaciones, dará lugar al ácido quinolínico (QUINA), precursor a su 
vez de la síntesis del cofactor NAD+. Otra de las enzimas capaces de metabolizar 
KYN es la kinurenina aminotransferasa (KAT) encargada de la transaminación de 




Figura 4: Vía de kinurenina y principales vías metabólicas del triptófano. La principal 
ruta de degradación del triptófano (TRP) es la vía de kinurenina. Las enzimas triptófano 2,3-
dioxigenasa (TDO) o indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) dan lugar a kinurenina (KYN) a 
partir de este aminoácido. KYN se metaboliza por la enzima kinurenina monooxigenasa 
(KMO) formando 3-hidroxikinurenina (3-OHKYN) a partir de la cual, se sintetiza el ácido 
quinolínico (QUINA). La kinurenina aminotransferasa (KAT) se encarga de la 
transaminación de KYN en ácido kinurénico (KYNA). Otras vías metabólicas en las que 
participa este aminoácido en menor proporción son la síntesis de serotonina (5-HT) mediante 
la triptófano hidroxilasa (TPH) y el anabolismo de proteínas. 
2.1 Distribución de las enzimas de la vía de kinurenina 
El hígado constituye el principal órgano regulador de las concentraciones de TRP, en 
concreto, es capaz de metabolizar entre un 90-95% de las cantidades disponibles del 
aminoácido a través de la vía de kinurenina. Debido a esto, el hígado presenta todas 
las enzimas que participan en esta ruta metabólica [9, 12]. En condiciones 
fisiológicas, el 5-10% del TRP restante es degradado a nivel extrahepático a través 
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de esta vía [9, 12], sin embargo, este porcentaje puede verse incrementado en 
determinados estados patológicos [11, 142, 143]. El cerebro es uno de los órganos 
extrahepáticos más estudiados en relación a la vía de kinurenina debido a la 
relevancia que posee la regulación de algunos de sus metabolitos en trastornos 
neurológicos y neurodegenerativos [11, 144]. Distintas regiones cerebrales como el 
hipocampo y la corteza de humanos y roedores expresan las principales enzimas de 
la vía de kinurenina [145-149], sin embargo, no todos los tipos celulares localizados 
a nivel central las presentan en igual proporción. Se ha descrito que la enzima KMO, 
encargada de la síntesis de QUINA, está presente mayoritariamente en microglía 
mientras que los astrocitos presentan mayor actividad de KAT, la enzima 
responsable de la producción de KYNA [11, 146]. En la tabla 1 se recoge la 
localización de las principales enzimas de la vía de kinurenina estudiadas en este 
trabajo, así como, los sustratos y productos propios de cada una. 
Enzima Sustrato Producto Tejido 
TDO L-TRP, O2 N-formilKYN Hígado y SNC 
IDO L/D-TRP, O2 
y otros N-formilKYN Placenta, pulmón, intestino, SNC y otros 
KMO KYN, O2 3-OHKYN Hígado, riñón, placenta, SNC 
KAT KYN KYNA Hígado, ríñón, corazón, SNC 
Tabla 1: Características de las principales enzimas de la vía kinurenina. En la tabla se 
muestra los sustratos necesarios para realizar su actividad enzimática, el producto formado y 
la principal localización para cada una de las enzimas. 3-Hidroxikinurenina (3-OHKYN), 
ácido kinurénico (KYNA), indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), kinurenina (KYN), kinurenina 
aminotransferasa (KAT), kinurenina monooxigenasa (KMO), N-formilkinurenina (N-




2.2 Regulación de la expresión y la actividad de las enzimas de la vía de 
kinurenina 
2.2.1 TDO 
TDO es una enzima tetrámera con una estructura hemo-dependiente encargada de 
producir la oxidación de TRP en N-formil-KYN, metabolito intermedio en la 
formación de KYN [150]. Esta enzima puede ser regulada por diferentes mecanismos 
que implican tanto la modulación de su actividad como de su expresión. La 
regulación de TDO mediada por la concentración de su sustrato constituye uno de los 
principales mecanismos de modulación de esta enzima, siendo clave para el correcto 
mantenimiento de los niveles de TRP en un rango homeostático [9]. Así, un aumento 
de TRP induce un incremento tanto de la actividad enzimática de TDO como de su 
vida media. Además, esta actividad puede verse potenciada por la presencia de su 
cofactor hemo, capaz de duplicar la velocidad enzimática de TDO. Sin embargo, este 
efecto sólo es posible si, además del cofactor, existe en el medio la presencia de su 
sustrato. El TRP es el responsable de estabilizar el cambio de conformación de la 
enzima inducido por el cofactor desde su estado de apoenzima a holoenzima, 
aumentando así su actividad [151]. Un incremento de las concentraciones 
plasmáticas de glucocorticoides también puede inducir un aumento de la actividad de 
la enzima [152, 153], sin embargo, se ha observado que este efecto es derivado de la 
regulación transcripcional que ejercen estas hormonas sobre TDO [154, 155]. Por 
otro lado, la inhibición de esta enzima a través de mecanismos de retroalimentación 
no depende de KYN o N-formilKYN, sus productos más inmediatos, sino de las 




IDO es una proteína monomérica cuya estructura es hemo-dependiente. Al igual que 
TDO, esta enzima media en la oxidación del TRP en KYN [158], sin embargo, la 
actividad de IDO es menos específica ya que es capaz de abrir el anillo indol de 
todas las indolaminas como 5-HT, triptamina, melatonina o L-TRP [159], siendo esta 
última la única que puede ser degradada por TDO [150]. Por otro lado, la enzima 
IDO es menos susceptible de ser activada por sustrato [160], pudiendo incluso ser 
inhibida por altas concentraciones de TRP [161]. Además, la actividad de IDO 
requiere de la presencia del radical anión superóxido como sustrato [162], pero no 
actúa como una enzima antioxidante ya que, a su vez, su propia actividad enzimática 
libera este mismo radical [150, 159]. Existen dos isoformas de esta proteína, pero la 
isoforma IDO-2, descubierta recientemente, tiene menor afinidad por el TRP 
respecto a IDO-1[163, 164]. Además, los modelos knock-out de IDO-2 no presentan 
diferencias en los niveles plasmáticos de KYN respecto a los ratones control lo que 
sugiere que su papel en el metabolismo del TRP es mínimo [165]. Aunque TDO es la 
enzima principal encargada de la degradación del TRP, IDO-1 puede adquirir un 
papel relevante en la producción de KYN en presencia de estímulos inflamatorios. Se 
ha descrito que diferentes citoquinas proinflamatorias como IFN-γ, IL-1β y TNF-α 
inducen un incremento de la expresión de IDO-1 [166-169], a diferencia de otras 
citoquinas antiinflamatorias, las cuales son capaces de bloquear su actividad [167].  
2.2.3 KMO 
KMO cataliza la formación de 3-OHKYN a partir de KYN utilizando como cofactor 
la molécula de NADPH [170]. Esta reacción es limitante para la formación de 
QUINA, metabolito precursor en la síntesis de NAD+ [139, 140, 171]. A nivel 
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fisiológico, KMO presenta una gran afinidad por KYN, respecto a otras enzimas 
capaces de mediar en la degradación de este metabolito, lo que la convierte en la 
principal reguladora de las concentraciones de KYN [157, 172]. De manera similar a 
la IDO, la expresión de KMO también puede ser inducida por estímulos 
proinflamatorios, como la administración de lipopolisacárido (LPS) [173, 174] y la 
presencia de IL-1β [175]. Por otro lado, la deficiencia de riboflavina (vitamina B2) 
disminuye la actividad de KMO debido a que esta enzima forma parte del grupo de 
flavoproteínas y es dependiente de la coenzima flavín adenín dinucleótido (FAD) 
[176].  
2.2.4 KAT  
KAT es otra de las enzimas capaces de regular la metabolización de KYN, dando 
lugar a su transaminación irreversible para formar KYNA. En condiciones 
fisiológicas, la capacidad metabólica de esta enzima es minoritaria, sin embargo, en 
presencia de altas concentraciones de KYN o en determinados contextos que 
supongan la inhibición de KMO, la cantidad de KYNA sintetizada puede verse 
aumentada [177]. Existen 4 isoformas de esta enzima (KAT I, II, III, IV) siendo 
KAT II, la isoforma mayoritaria en el cerebro [178, 179]. Sin embargo, se ha 
observado que otras isoformas de KAT pueden compensar los niveles de KYNA en 
ausencia de KAT II [180]. La actividad enzimática de esta enzima está sujeta no solo 
a su regulación por el sustrato sino también a la deficiencia de piridoxina (vitamina 
B6) que produce una disminución de su actividad [181]. A nivel transcripcional, se ha 
observado un incremento de la expresión de KAT II tras la exposición a estímulos 




2.3 Funciones del precursor y de los principales metabolitos de la vía de 
kinurenina 
2.3.1 Triptófano 
El TRP es un aminoácido esencial que participa como precursor en diferentes rutas 
metabólicas como el anabolismo de proteínas, la síntesis de 5-HT y la formación de 
diferentes derivados indólicos, sin embargo, la mayor parte del TRP disponible es 
utilizado por la vía de kinurenina [9, 135]. Las concentraciones disponibles de TRP 
constituyen un factor limitante en la actividad de las distintas rutas metabólicas en las 
que participa. Por ello, debido a que la vía de kinurenina regula de forma mayoritaria 
las concentraciones de este aminoácido, un incremento de la actividad de esta ruta 
metabólica puede disminuir la disponibilidad del TRP, limitando así la síntesis de 5-
HT [9, 141, 184].  
El TRP está presente en alimentos como el huevo, la leche, el chocolate, diferentes 
frutos secos o carnes, entre otros. Una vez asimilado a través de la dieta, este 
aminoácido puede distribuirse por el torrente sanguíneo unido principalmente a la 
albúmina (90%), sin embargo, un pequeño porcentaje puede estar en forma libre lo 
que permite su captación por distintos tipos celulares con el fin de incorporarlo tanto 
a la vía de kinurenina como al resto de las rutas metabólicas en las que participa 
[185-187]. El hígado es el órgano encargado del almacenamiento de los depósitos de 
TRP y de la regulación de sus niveles a través de la vía de kinurenina ya que es el 
principal tejido que expresa la enzima TDO [9, 188]. Existen determinados 
mecanismos capaces de incrementar las concentraciones de TRP disponibles 
permitiendo así su captación por los distintos tejidos. El incremento de la 
concentración de los ácidos grasos libres en sangre es capaz de desplazar al TRP 
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unido a la albúmina, aumentando la disponibilidad del aminoácido y facilitando así 
su captación por tejidos como el hígado o el cerebro [185-187]. El aumento de los 
niveles de TRP disponibles mediado por el incremento de los ácidos grasos libres en 
sangre puede ser inducido por una activación del sistema nervioso simpático. No 
obstante, varios estudios han demostrado que la estimulación simpática también 
podría actuar induciendo un incremento de la expresión del transportador de 
aminoácidos neutro (LAT), el cual media en la captación del TRP a los distintos 
tejidos, incluido el paso del aminoácido a través de la barrera hematoencefálica 
(BHE), aumentando así la concentración del aminoácido en el SNC [189-191].  
2.3.2 Kinurenina 
La KYN es el metabolito mayoritario de la vía de kinurenina y precursor del resto de 
metabolitos que componen la vía. Es sintetizada a partir del TRP por las enzimas 
TDO e IDO [12], por lo que un aumento de la disponibilidad del TRP incrementa la 
concentración de KYN formada [157]. No obstante, el equilibro de las 
concentraciones de KYN entre los distintos tejidos y la sangre constituye un factor 
clave en la regulación de este metabolito y, como consecuencia, de sus distintas 
funciones. Uno de los transportadores que participan en esta regulación es el 
transportador de ácidos orgánicos (OAT) [192-194]. Aunque, inicialmente, los 
OAT fueron descritos como mediadores de la excreción de la KYN por vía renal 
[9, 195-197], los OAT también participan en el transporte de este metabolito entre 
la sangre y muchos otros tejidos como el hígado y el cerebro. En particular, los 
subtipos OAT1 y OAT3 median en el intercambio de KYN y de sus productos 
KYNA y QUINA a través de la BHE [193, 194, 198], participando en el 
mantenimiento de las concentraciones cerebrales de estas moléculas en un rango 
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homeostático [192]. De hecho, se ha observado que el tratamiento con probenecid, 
un inhibidor de estos transportadores OAT, tiene como consecuencia un incremento 
de la concentración de estos metabolitos en el SNC [198, 199]. Otro de los 
transportadores que participan en la regulación de las concentraciones de KYN es el 
LAT. Tanto la KYN como el TRP son capaces de atravesar la BHE hacia el interior 
del SNC mediante estos transportadores [200], siendo LAT-1 el subtipo mayoritario 
presente en la BHE [201, 202]. Debido a que los LAT son capaces de transportar 
otros aminoácidos, éstos pueden competir con TRP y KYN, lo que podría dar lugar a 
una menor captación de ambos [203]. Por todo ello, y dado que un 60% de la 
concentración de KYN presente en el SNC proviene de la periferia [204], la 
intercomunicación entre ambos compartimentos es clave en el mantenimiento de las 
concentraciones de los metabolitos de la vía de kinurenina a nivel central (figura 5) 
[203].  
La función de KYN ha sido asociada comúnmente a su papel como precursor del 
resto de metabolitos de la vía de kinurenina, por ello la determinación de sus 
concentraciones se ha empleado para detectar el estado de activación de la vía [10, 
135]. Sin embargo, la KYN también es capaz de actuar como secuestrante de 
radicales libres [205] y como agonista endógeno del receptor de hidrocarburos de 
arilo (AhR) [14, 15], el cual está implicado en la síntesis de diferentes moléculas 
relacionadas con el metabolismo de sustancias, la proliferación y diferenciación 
celular, la modulación del sistema inmune y la respuesta antioxidante [16-18, 206]. 
2.3.3 Otros metabolitos neuroactivos  
Dos de los metabolitos derivados de la vía de kinurenina más estudiados en el SNC 
son QUINA y KYNA, cuyas concentraciones son reguladas por dos enzimas 
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diferentes que median en su formación, KMO y KAT respectivamente [207]. Ambos 
metabolitos atraviesan la BHE con dificultad, por lo que su síntesis tiene 
principalmente un origen local [200]. No obstante, las concentraciones de QUINA y 
KYNA a nivel central pueden ser potenciadas mediante un incremento de la 
concentración de su precursor KYN, aunque proceda de la periferia, ya que KYN si 
es capaz de atravesar la BHE [157, 199, 204]. 
QUINA es uno de los principales productos derivados de la ruta mayoritaria de 
metabolización de la KYN en condiciones fisiológicas y precursor de la síntesis de 
NAD+ [172, 208, 209]. Se ha descrito que QUINA puede actuar como agonista de los 
receptores N-metil-d-aspartato (NMDA), aumentando la excitabilidad neuronal y 
elevando las concentraciones de calcio intracelular dando lugar a un daño neuronal 
[207]. Además, QUINA está implicado en la generación de estrés oxidativo y en el 
aumento de la producción de óxido nítrico, entre otros [10, 210]. A diferencia de 
QUINA, KYNA actúa como un antagonista endógeno de los receptores NMDA 
[207], además de modular la señal glutamatérgica mediante su función como 
modulador alostérico negativo del receptor nicotínico ?-7 [211], lo que le confiere 
un papel protector en la excitotoxicidad neuronal [212, 213]. También se ha 
demostrado que KYNA posee propiedades antioxidantes actuando como un 
secuestrante de radicales libres [214]. Por todo ello, este metabolito ha sido 
comúnmente asociado a mecanismos neuroprotectores [144, 215]. Sin embargo, se 
ha observado una concentración elevada de KYNA en el líquido cefalorraquídeo y en 
los cerebros extraídos post mortem de pacientes adultos con esquizofrenia [216, 217], 
lo que ha permitido relacionar el desequilibrio en los niveles de KYNA con la 
etiología de esta enfermedad [218]. Recientemente se ha descrito que este metabolito 
podría actuar como agonista sobre los AhR [219] y sobre el receptor acoplado a 
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proteína G GPR35 [215], este último relacionado con fenómenos nociceptivos y de 
neurotransmisión en el hipocampo [220].  
 
Figura 5: Esquema representativo de la intercomunicación de los metabolitos de la vía 
de kinurenina entre el compartimento central y periférico. Se muestra un esquema de la 
vía de kinurenina en ambos compartimentos, periferia y sistema nervioso central (SNC). 
Tanto el triptófano (TRP) como la kinurenina (KYN) son capaces de atravesar la barrera 
hematoencefálica (BHE) a través de los transportadores de aminoácidos neutros (LAT), 
contribuyendo a los niveles del SNC. Sin embargo, el ácido kinurénico (KYNA) y el ácido 
quinolínico (QUINA) no atraviesan la BHE con facilidad por lo que el aporte desde la 
periferia es mucho menor. Las concentraciones de los metabolitos sintetizados en el SNC 
son reguladas por los transportadores de ácidos orgánicos (OAT) los cuales median en su 
salida al compartimento periférico. Indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), kinurenina 
aminotransferasa (KAT), kinurenina monooxigenasa (KMO), nicotin adenin dinucleótido 
(NAD+), triptófano-2.3-dioxigenasa (TDO). 
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2.4 Enfermedades relacionadas con la vía de kinurenina 
El metabolismo de la vía de kinurenina se ha relacionado con la etiología de una gran 
variedad de enfermedades, asociando un incremento de la actividad de la vía a un 
estado patológico, como en el caso de la diabetes, la isquemia cerebral, el Alzheimer 
o la depresión [10, 135, 144]. Por ello, uno de los enfoques terapéuticos frente a estas 
enfermedades ha estado orientado a la manipulación de la vía de kinurenina mediante 
su inhibición o el incremento de la concentración de metabolitos protectores 
derivados de ella, destacando KYNA; en este último caso empleando principalmente 
inhibidores enzimáticos específicos para KMO [136, 221]. Sin embargo, algunos 
trabajos han empleado como tratamiento la administración de KYN, el cual es capaz 
de inducir un efecto neuroprotector asociado a un incremento de la síntesis de KYNA 
en la isquemia cerebral o el dolor neuropático. Este efecto se potencia mediante la 
coadministración de KYN junto con probenecid, lo que produce, además de un 
aumento de la síntesis de KYNA, un bloqueo de la salida de este metabolito del 
SNC, obteniendo así un efecto sinérgico protector [199, 222, 223]. Por otro lado, 
algunos de los metabolitos de la vía han sido señalados como potenciales 
biomarcadores plasmáticos de inflamación asociándose con la aparición de cáncer, 
diabetes o Alzheimer [224-227].   
En la actualidad, el abordaje de las enfermedades neurológicas ha adquirido un 
nuevo punto de vista debido al estudio de la intercomunicación entre el 
compartimento central y el periférico, que ha puesto de manifiesto la influencia de 
las alteraciones periféricas sobre el correcto funcionamiento del SNC y que está 
permitiendo diseñar nuevas estrategias farmacológicas dirigidas al tratamiento de 
estas patologías.  
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3. Los receptores de hidrocarburos de arilo 
El receptor de hidrocarburos de arilo (AhR) es un factor de transcripción cuya 
función ha sido tradicionalmente asociada a la detoxificación de xenobióticos, sin 
embargo, este receptor puede participar en diversos mecanismos celulares como la 
plasticidad y la supervivencia neuronal, la modulación de la respuesta inmune, y la 
activación de defensas antioxidantes [17, 18, 228, 229]. Este hecho ha propiciado su 
estudio en diferentes patologías como la depresión, la esclerosis múltiple, la artritis 
reumatoide, el cáncer o la diabetes, donde se ha observado que la activación o la 
inhibición de AhR puede tener efectos opuestos en distintos contextos patológicos 
[13, 15, 230]. Esto es debido a que la regulación de AhR depende de numerosos 
factores como la unión de determinados ligandos, posibles modificaciones 
postranscripcionales o, incluso, la interacción con otros factores de transcripción, los 
cuales modulan la función del receptor con el fin de mantener la homeostasis del 
organismo [231-233].   
3.1 Estructura y distribución de AhR 
AhR es una proteína que pertenece a la familia bHLH/PAS (dominio básico hélice 
bucle hélice/Per-ARNT-Sim). El dominio bHLH ubicado en la zona amino terminal 
está formado por una región básica, adyacente a otra región con estructura de hélice-
bucle-hélice. A través de este dominio, AhR se une a las regiones promotoras de sus 
genes diana y participa en la interacción con otras proteínas de la misma familia. El 
dominio PAS contiene secuencias involucradas en la formación de una bolsa 
hidrófoba capaces de interaccionar con los ligandos del receptor y en la dimerización 
con el factor Traslocador Nuclear del Receptor de Hidrocarburos de Arilo (ARNT). 
Por último, en la región C-terminal, se sitúan los dominios de transactivación o de 
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represión [234, 235].  
Su expresión es constitutiva tanto en humanos como en ratas en casi todos los tejidos 
incluyendo el SNC [236, 237]. En concreto, a nivel central, se ha detectado una 
elevada expresión de AhR en la región hipocampal y en el cerebelo de ratas [238]. 
Sin embargo, los niveles de expresión del receptor pueden variar en función de la 
presencia de determinados estímulos internos y de la exposición a xenobióticos [239-
241]. La expresión del cofactor ARNT también puede depender de factores 
ambientales, no obstante, su regulación puede ser independiente de AhR [239, 242, 
243].   
3.2 Regulación de la actividad de AhR 
En el citosol, AhR forma parte de un complejo inactivo compuesto por varias 
proteínas, entre ellas la proteína de choque térmico 90 (HSP90), la co-chaperona p23, 
y la proteína asociada al virus de la hepatitis B (XAP2) [244]. El mecanismo clásico 
de activación implica la unión de AhR con uno de sus ligandos. Esto induce un 
cambio conformacional que permite al complejo traslocarse al núcleo celular. Una 
vez en su interior, AhR interacciona con ARNT formando un heterodímero 
transcripcionalmente activo capaz de unirse a secuencias específicas del ADN 
denominadas XRE o DRE (Elementos de Respuesta a Xenobióticos o Elementos de 
Respuesta a Dioxinas, respectivamente) [234, 235]. La unión del heterodímero con 
las secuencias XRE/DRE induce la expresión de un conjunto de enzimas cuya 
función está relacionada con el metabolismo de xenobióticos. Algunas de estas 
enzimas pertenecen a la familia del CYP450 como CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1, 
no obstante, también puede regular otras proteínas con actividad enzimática como la 
subunidad Ya de la glutatión-S-transferasa (GST-Ya), la NADPH/Quinona 
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oxidorreductasa (NQO-1) y la uridinadifosfato glucuronil transferasa (UGT) (figura 
6) [228, 245]. 
AhR también puede regular la expresión de proteínas mediando en su degradación 
debido a su actividad como ubiquitin ligasa. Así, la activación de AhR tras la unión 
con su ligando permite que este se asocie al heterómero cullin4B-ubiquitin ligasa 
formando un complejo que interacciona con distintas proteínas para su degradación 
por el proteosoma [246]. La función de AhR como ubiquitin ligasa está regulada 
por ARNT, de tal forma que AhR posee mayor capacidad de ubiquitinización 
cuanto menor es la expresión o la actividad de ARNT [247]. 
Existen varios mecanismos implicados en la regulación negativa de AhR. Estos 
mecanismos juegan un papel importante en el control de la señalización del receptor 
limitando una respuesta exacerbada del mismo que induzca un efecto tóxico para la 
célula [17, 248, 249]. La mayoría de las enzimas relacionadas con el metabolismo de 
sustancias, como la familia del CYP450, son capaces de producir la degradación del 
ligando que activa AhR, limitando así la función del receptor [250]. Otro de los 
mecanismos que puede regular al AhR es dependiente de la proteína represora de 
AhR (AhRR), cuya expresión puede inducirse por la propia actividad transcripcional 
del receptor. AhRR impide la función del receptor al formar un dímero 
transcripcionalmente inactivo con ARNT, capaz de bloquear a las secuencias 
XRE/DRE contenidas en el promotor de los genes regulados por el receptor [251, 
252]. 
La regulación de AhR también puede depender de modificaciones postraduccionales 
como la fosforilación/desfosforilación de AhR, las cuales pueden modular la señal de 
localización nuclear, la afinidad del dímero AhR/ARNT para unirse a las secuencias 
 61 
 INTRODUCCIÓN 
XRE [253] e incluso inducir la propia degradación del receptor vía proteosoma [254, 
255].  
 
Figura 6: Mecanismo de traslocación de AhR mediada por la unión de un agonista. 
Diferentes ligandos agonistas como 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) y otras 
moléculas derivadas del metabolismo del triptófano como kinurenina (KYN) o ácido 
kinurénico (KYNA) son capaces de unirse al complejo citosólico de AhR, compuesto por la 
proteína de choque térmico 90 (HSP90), la co-chaperona p23 (p23), y la proteína asociada al 
virus de la hepatitis B (XAP2), activando al receptor y produciendo su traslocación al núcleo 
celular. Una vez allí, el complejo se une al Traslocador Nuclear del Receptor de 
Hidrocarburos de Arilo (ARNT) formando un heterodímero transcripcionalmente activo que 
interacciona con las secuencias XRE/DRE (elementos de respuesta a xenobióticos y 
dioxinas) con el fin de promover la expresión de diferentes genes, entre ellos el represor de 
AhR (AhRR) encargado de inhibir la actividad del receptor y los citocromos CYP1A1/B1 
capaces de metabolizar al ligando agonista de AhR limitando la activación del receptor. 
3.3 Ligandos con afinidad por AhR 
Existen multitud de ligandos capaces de regular la activación de AhR. Los 
xenobióticos de naturaleza lipófila representan uno de los grupos de sustancias con 
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gran afinidad por el receptor, sin embargo, otras moléculas presentes en alimentos o 
sintetizadas de manera endógena en el organismo también han sido descritas como 
ligandos de AhR (figura 7) [233, 256]. 
Algunos de los principales ligandos endógenos de AhR son derivados del 
metabolismo del TRP o del grupo hemo [15, 219, 257, 258]. En concreto, varios 
trabajos han evidenciado la capacidad de KYN, metabolito derivado de la vía de 
kinurenina, para actuar como agonista de AhR en diferentes contextos patológicos 
[14, 15, 259, 260], incluyendo el ictus isquémico cerebral [13] y enfermedades 
autoinmunes [261]. Además, recientemente se ha descrito que KYN es capaz de 
transformarse en distintos productos derivados de su condensación aromática con 
una naturaleza más lipófila, incrementando considerablemente su capacidad como 
agonista del receptor [262].  
Algunos compuestos procedentes de la dieta también son ligandos de AhR como la 
curcumina, los flavonoides, el indol-3-carbinol (I3C) o el 3,3’-diindolilmetano 
(DIM), los cuales pueden unirse a AhR modulando su actividad dependiendo de su 
capacidad agonista o antagonista [233, 256]. En concreto, DIM es un derivado de la 
condensación ácida del I3C contenido en plantas crucíferas como el brócoli. Este 
compuesto ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades anticancerígenas, 
algunas de las cuales están relacionadas con un efecto agonista de AhR, aumentando 
la detoxificación de sustancias cancerosas, disminuyendo la señalización inflamatoria 
y reduciendo el estrés oxidativo [24, 26, 263, 264]. Se han realizado varios ensayos 
clínicos en relación al futuro uso terapéutico de DIM en determinados tipo de 
cánceres [265-267], pero, además, recientemente se ha descrito que DIM puede tener 
un uso terapéutico potencial en otras patologías como la colitis, la isquemia cerebral 
o el Parkinson [268-272].  
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Por otro lado, y evidenciando la diversidad de ligandos capaces de regular la 
actividad del receptor, fármacos como el omeprazol o el ketoconazol también son 
capaces de inducir la activación de AhR promoviendo la expresión de CYP1A1 [273, 
274]. 
 
Figura 7: Estructura molecular de algunos de los ligandos que actúan como agonistas 
de AhR. 
3.4 Funciones de AhR e interacción con otras vías de señalización 
La primera función que fue descrita sobre los AhR está relacionada con su capacidad 
de activar mecanismos adaptativos frente a estímulos ambientales potencialmente 
tóxicos derivados de la metabolización de xenobióticos [275]. Sin embargo, en la 
actualidad, se han observado multitud de mecanismos celulares donde participa este 
receptor como la plasticidad y la supervivencia neuronal [18, 231], la modulación del 
sistema inmune [229] o la regulación de la respuesta inflamatoria y oxidativa [206, 
228].  
La función detoxificadora de AhR se desencadena tras la unión de este con 
determinados ligandos agonistas. Este hecho promueve el incremento de la actividad 
 64 
 INTRODUCCIÓN 
transcripcional del receptor, dando lugar a un aumento de la expresión de enzimas 
relacionadas con el metabolismo de fase I y fase II como CYP1B1, NQO1 o GST 
entre otras [276-278].  
La función de AhR como promotor de la respuesta antioxidante está, en parte, 
relacionada con su capacidad de interacción con el factor 2 relacionado con el factor 
nuclear eritroide 2 (NFR-2) [16, 279], el cual coordina la expresión de una amplia 
gama de genes con función antioxidante, incluyendo NQO1 o hemoxigenasa-1 (HO-
1), tras ser activado por la presencia de radicales libres o como resultado de su 
fosforilación por las proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAPK) [280]. 
Curiosamente, existen determinados genes como NQO1, GST y UGT que pueden ser 
regulados por ambos factores de transcripción debido a que contienen en su promotor 
secuencias XRE (región reguladora específica de AhR) y secuencias ARE 
(elementos de respuesta antioxidante; región reguladora específica de NRF-2) [281, 
282].  
AhR puede interaccionar con NRF-2 de forma directa o indirecta. En primer lugar, se 
ha descrito que el receptor es capaz de regular la expresión de NRF-2 de manera 
directa debido a que este último posee secuencias XRE en su promotor [283]. No 
obstante, NRF-2 también es capaz de incrementar la expresión de AhR ya que este 
contiene en su promotor secuencias ARE [284]. Por otro lado, AhR puede regular 
indirectamente la actividad de NRF-2. En este sentido, se ha observado que el 
incremento de la actividad del receptor conduce a un aumento de la expresión de los 
CYP1A1/B1 que deriva en una mayor producción de ROS, induciendo así la 
actividad de NRF-2 [285-287]. Esta relación entre ambos factores conforma una vía 
de regulación que es clave en el mantenimiento del equilibrio del potencial rédox 
celular y de gran interés para la caracterización de agonistas de AhR, como en el 
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caso de DIM, el cual es capaz de promover activación de la vía AhR-NRF-2 [288-
290]. 
Diferentes trabajos han evidenciado la participación de AhR en la modulación del 
sistema inmune y la respuesta inflamatoria en distintos modelos [291]. En concreto, 
se ha observado que la activación del receptor mediada por KYN, el metabolito 
mayoritario de la vía de kinurenina, induce la modulación de la respuesta inmune, en 
parte, a través de la formación de células T reguladoras. Además, la activación de 
AhR mediada por KYN regula la expresión de las proteínas CYP1A1/B1, TFG? y de 
IDO-1 y TDO, siendo estas dos últimas las enzimas responsables de la formación de 
KYN [14, 15, 292]. Por otro lado, se ha descrito que AhR regula la actividad del 
factor de transcripción NF-κB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras 
kappa de las células B activadas). El receptor es capaz de inhibir a este factor de 
transcripción indirectamente mediante la inducción de la expresión de SOCS2 
(supresor de la señalización de citoquinas-2), una proteína que participa en la 
regulación de diversos procesos mediados por citoquinas, o, directamente, mediante 
su interacción con RELA, RELB y otros miembros del complejo de señalización NF-
κB [206, 261, 293]. Este mecanismo inducido por AhR desencadena una respuesta 
antiinflamatoria observada en presencia de distintos estímulos, como la 
administración de LPS, y en enfermedades autoinmunes [294-296]. A su vez, RELB 
también es capaz de regular la actividad y la expresión de AhR, participando en un 
mecanismo de protección mediante la inhibición de señales de apoptosis 
desencadenadas tras un daño celular [296]. 
Otros factores de transcripción adicionales con los que AhR interactúa son Wnt/β-
catenina o ER-α, los cuales son capaces de modular a su vez la actividad del 
receptor, constituyendo una vía de regulación implicada en la proliferación, 
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diferenciación y migración celular [297].  
3.5 Enfermedades relacionadas con la función de AhR 
El AhR fue descrito inicialmente como un mediador de los efectos tóxicos inducidos 
por 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) y otros compuestos aromáticos. Sin 
embargo, durante los últimos años, los estudios con xenobióticos agonistas [239, 
278], modelos knockout [298, 299] y el descubrimiento de ligandos endógenos, que 
incluyen derivados de indol o del metabolismo del TRP [13, 269, 300, 301], han 
identificado múltiples funciones fisiológicas del receptor incluyendo entre ellas la 
proliferación y diferenciación celular, o la respuesta inmunológica [17, 18, 206, 229]. 
En concreto, este receptor puede actuar como un sensor que permite la adaptación de 
las células inmunes a las condiciones ambientales y la activación de mecanismos de 
defensa y reparación celular. De hecho, recientemente se ha descrito el papel de AhR 
como un mediador clave en la activación de astrocitos y microglía en modelos 
experimentales de encefalomielitis autoinmune y de esclerosis múltiple [261, 302]. 
La activación de este receptor en ambos subtipos celulares limita la respuesta 
inflamatoria producida por un daño celular. Se ha sugerido que esta activación podría 
estar desencadenada por la producción de ligandos endógenos derivados del 
metabolismo del TRP provenientes de la periferia [17], evidenciando una conexión 
clave entre ambos compartimentos. Además, se ha observado que el uso de ligandos 
naturales procedentes de la dieta como el compuesto DIM induce un efecto protector 
en enfermedades que desencadenan un efecto inflamatorio y un estrés oxidativo 
[269, 271, 303]. Por todo ello, se ha considerado el uso de estos ligandos naturales de 
AhR como una futura terapia para enfermedades inflamatorias y degenerativas que 
afectan al SNC [17]. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
La administración de una dosis neurotóxica de MDMA produce un daño 
serotoninérgico a largo plazo, que se manifiesta por una disminución de las 
concentraciones de serotonina (5-HT) en diferentes áreas cerebrales y de la densidad 
de los transportadores de 5-HT (SERT). Numerosos estudios han evidenciado la 
relación entre este efecto neurotóxico y el estrés oxidativo generado de forma 
inmediata tras la administración de la droga, mediante el uso de atrapadores de 
radicales libres y otras sustancias antioxidantes capaces de reducir el daño 
serotoninérgico derivado de MDMA. 
El triptófano (TRP) es un aminoácido esencial que actúa como precursor en la 
síntesis de 5-HT. Las concentraciones de TRP disponibles están reguladas 
principalmente por la vía de kinurenina, una ruta metabólica que genera moléculas 
neuroactivas y cuya alteración se asocia a distintas enfermedades neurológicas. La 
kinurenina (KYN) es el metabolito principal de esta vía y es, además, un agonista de 
los receptores de hidrocarburos de arilo (AhR), los cuales participan en múltiples 
funciones celulares incluyendo el metabolismo de sustancias y la modulación de la 
respuesta inflamatoria y antioxidante. 
Teniendo esto en consideración se estableció la siguiente hipótesis: La 
administración de una dosis neurotóxica de MDMA altera la vía de kinurenina 
induciendo un incremento en la concentración de KYN que activa los AhR 
promoviendo mecanismos neuroprotectores a corto plazo que limitan el daño 
serotoninérgico producido por la droga.  
 70 
 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Para comprobar esta hipótesis se establecieron los siguientes objetivos:  
? Estudiar el efecto de MDMA sobre la vía de kinurenina y su implicación 
en la neurotoxicidad inducida por la droga  
1. Determinar el efecto de MDMA sobre las concentraciones de TRP y 
su principal metabolito KYN a nivel central y periférico. 
2. Analizar el efecto de MDMA a corto plazo sobre la expresión de las 
principales enzimas de la vía de kinurenina a nivel central y periférico 
y sobre la actividad enzimática de TDO en hígado. 
3. Evaluar, mediante el tratamiento con los inhibidores específicos, la 
contribución de las principales enzimas de la vía de kinurenina en las 
concentraciones de TRP y KYN a nivel central y periférico tras la 
administración de MDMA  
4. Determinar, mediante la administración de inhibidores específicos y 
de L-kinurenina exógena, la implicación de la vía de kinurenina en el 
daño serotoninérgico inducido por MDMA a largo plazo. 
 
? Estudiar el efecto de MDMA sobre la actividad de los AhR y la 
implicación de estos receptores en la neurotoxicidad inducida por la 
droga. 
5. Determinar el efecto de la administración de MDMA sobre la 
actividad y la expresión de los AhR a corto plazo. 
6. Determinar la implicación de los AhR sobre el daño serotoninérgico 
inducido por MDMA a largo plazo mediante la administración del 
CH-223191, un antagonista específico de AhR. 
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7. Estudiar el efecto de la administración de DIM, un agonista de los 
AhR, sobre la neurotoxicidad inducida por MDMA a largo plazo. 
8. Analizar el efecto de la administración de DIM sobre el estrés 
oxidativo generado a corto plazo por la inyección de MDMA.  

  
MATERIALES Y MÉTODOS 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Animales de experimentación 
Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo en ratas macho adultas de 
la cepa Dark Agouti con un peso comprendido entre 175 - 200 g (8 semanas de edad) 
(Harlan Laboratories Models, Indianapolis, IN, EE.UU.). La elección de esta cepa es 
debida a su particular deficiencia en determinadas isoformas del CYP450, más 
concretamente a aquellas pertenecientes a la subfamilia CYP2D [4, 85, 86]. La 
disminución de la expresión de estas enzimas provoca una mayor sensibilidad a los 
efectos neurotóxicos inducidos por MDMA, contrariamente a lo que ocurre con otras 
cepas más corrientes, que muestran mayor resistencia al daño causado por la droga.  
Los animales se mantuvieron en el animalario de la Universidad Complutense de 
Madrid en condiciones de temperatura (21 ± 2 °C) y humedad (50 - 55%) 
controladas, sometidos a ciclos de luz/oscuridad de 12 h y con libre acceso a comida 
y agua. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a la normativa estipulada 
por el Comité de Experimentación Animal de la Universidad Complutense y de la 
Comunidad de Madrid siguiendo la Regulación Española y Europea (Directiva 
Europea 2010/63/UE).  
2. Compuestos administrados  
? 680C91: Administrado por vía intraperitoneal (i.p.) a una dosis de 10 mg/kg. El 
compuesto se disolvió en una solución acuosa compuesta por DMSO al 12% y 
Tween? 80 al 12%. El volumen de administración fue de 1 ml/kg. Suministrado por 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). 
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? CH-223191: Administrado en 3 dosis de 10 mg/kg (i.p.) cada una. El compuesto 
se disolvió en una solución acuosa compuesta por DMSO al 12% y Tween? 80 al 
12%. El volumen de administración fue de 1 ml/kg. Suministrado por Tocris 
Bioscience (Bristol, Reino Unido). 
? DIM, 3,3'-Diindolilmetano: Administrado por vía oral a una dosis de 250 mg/kg. 
El compuesto se suspendió en aceite de maíz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
EE.UU.). El volumen de administración fue de 5 ml/kg. Suministrado por Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, EE.UU.). 
? INCB-024360: Administrado a una dosis de 50 mg/kg (i.p.). El compuesto se 
disolvió en una solución acuosa compuesta por DMSO al 12% y Tween? 80 al 12%. 
El volumen de administración fue de 1 ml/kg. Suministrado por Tocris Bioscience 
(Bristol, Reino Unido). 
? L-Kinurenina sulfato: Administrado a una dosis de 100 mg/kg (i.p.). El 
compuesto se disolvió en una solución acuosa de NaOH 0,1 M que fue ajustada 
posteriormente a pH 7,4 con HCl. El volumen de administración fue de 4 ml/kg. 
Suministrado por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). 
? LPS, Lipopolisacárido de Escherichia coli O111:B4: Administrado a una dosis 
de 2 mg/kg (i.p.). El compuesto se disolvió en una solución salina (NaCl 0,9%). El 
volumen de administración fue de 1 ml/kg. Suministrado por Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, EE.UU.). 
? MDMA, (±) 3,4-metilendioximetanfetamina clorhidrato: Administrada a una 
dosis de 12,5 mg/kg (i.p.). El compuesto se disolvió en una solución salina (NaCl 
0,9%). El volumen de administración fue de 1 ml/kg. Suministrado por el Servicio de 
Estupefacientes y Psicótropos de la Agencia Española del Medicamento (Ministerio 
de Sanidad, Consumo y Bienestar Social). 
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? PF-04859989: Administrado a una dosis de 32 mg/kg (i.p.). El compuesto se 
disolvió en una solución salina (NaCl 0,9%). El volumen de administración fue de 1 
ml/kg. Suministrado por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). 
? Probenecid: Administrado a una dosis de 50 mg/kg (i.p.). El compuesto se 
disolvió en una solución acuosa de NaOH 0,1 M que fue ajustada posteriormente a 
pH 7,4 con HCl. El volumen de administración fue de 4 ml/kg. Suministrado por 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). 
? Ro 61-8048: Administrado a una dosis de 100 mg/kg (i.p.). El compuesto se 
disolvió en una solución acuosa de NaOH 60 mM que fue ajustada posteriormente a 
pH 7,4 con HCl. El volumen de administración fue de 2 ml/kg. Suministrado por 
Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido). 
3. Diseño experimental 
Para determinar los efectos de MDMA sobre la vía de kinurenina a nivel central se 
obtuvieron el hipocampo y la corteza frontal, áreas cerebrales con gran cantidad de 
aferencias serotoninérgicas las cuales son diana de la droga de estudio. Para conocer 
sus efectos a nivel periférico se empleó el hígado, principal tejido responsable de la 
metabolización de MDMA y de la transformación del TRP en los metabolitos de la 
vía de kinurenina; y el plasma, donde se analizaron las concentraciones de los 
principales metabolitos de esta vía.  
Para la realización de los experimentos se utilizó una única dosis de MDMA de 
12,5mg/kg (i.p.), la cual induce neurotoxicidad serotoninérgica en esta cepa de rata 
sin comprometer la supervivencia del grupo experimental [2-5, 39]. 
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3.1 Estudio del efecto de la administración de MDMA sobre la vía de kinurenina 
Los animales fueron tratados con MDMA o vehículo (solución salina) y sacrificados 
1, 3, 6, 24 h y 7 días después de su administración. De esta forma se obtuvo una 
curva temporal del efecto de la droga sobre algunos de los principales metabolitos 
derivados del TRP (figura 8). En concreto, las muestras procedentes del hipocampo, 
la corteza frontal y el plasma fueron destinadas a la determinación, mediante la 
técnica de cromatografía líquida de alta resolución (del inglés High Performance 
Liquid Chromatography, HPLC), de los niveles de TRP y dos de los productos de su 
metabolismo, KYN y 5-HT (apartado 5.1). En los tejidos de hipocampo, corteza 
frontal e hígado se determinó la expresión y actividad de las principales enzimas de 
la vía de kinurenina mediante la técnica de western blot y ensayo enzimático 
(apartados 5.5 y 5.4).  
 
Figura 8: Esquema del protocolo utilizado para el estudio de la vía de kinurenina a 
diferentes tiempos tras la administración de MDMA. 
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3.2 Estudio de los efectos a corto plazo de la administración de MDMA tras la 
inhibición de las principales enzimas de la vía de kinurenina 
Previamente a la administración de la droga, los animales fueron tratados con 
diferentes inhibidores para cada una de las enzimas implicadas en la síntesis de los 
metabolitos de la vía de kinurenina siguiendo varios protocolos temporales. 
El compuesto 680C91 [304] es un inhibidor específico de la proteína TDO, enzima 
encargada de la síntesis de KYN a partir del TRP en condiciones fisiológicas. Este 
compuesto o su vehículo (DMSO 12%, Tween 80 12% en solución acuosa; i.p.) 
fueron administrados 30 min antes de la inyección de MDMA o vehículo (solución 
salina). Posteriormente, los animales fueron sacrificados 3 h después de la 
administración de la droga. Las muestras de hipocampo, corteza frontal y plasma 
obtenidas se emplearon en la determinación de los niveles de TRP, KYN y 5-HT 
mediante la técnica de HPLC (apartado 5.1).  
El compuesto INCB-024360 [305] es un inhibidor de la enzima IDO, encargada de la 
síntesis de KYN a partir de TRP en presencia de distintos estímulos. INCB-024360 o 
su vehículo (DMSO 12%, Tween 80 12% en solución acuosa; i.p.) fueron 
administrados 1 h antes de la inyección de MDMA o vehículo (solución salina) y 
sacrificados 6 h después de la administración de la droga. Las muestras de 
hipocampo y plasma obtenidas se emplearon en la determinación de los niveles de 
TRP, 5-HT y KYN mediante la técnica de HPLC (apartado 5.1).  
En la figura 9 se muestra el protocolo de administración empleado para cada uno de 
los inhibidores. 
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Figura 9: Esquema del protocolo utilizado para el estudio del papel de las enzimas (A) 
TDO e (B) IDO-1 en el efecto a corto plazo de una dosis neurotóxica de MDMA 
mediante el uso del antagonista específico 680C91 y INCB-024369, respectivamente. 
El compuesto Ro 61-8048 [306] es un inhibidor específico de la enzima KMO 
responsable de la síntesis de 3-KOH a partir de KYN. El compuesto PF-04859989 
[307] es un inhibidor específico de KAT II, una de las isoformas de la enzima KAT 
con mayor expresión en el SNC en rata y humano y responsable de la síntesis de 
KYNA a partir de KYN. Ambos tratamientos o sus vehículos (solución acuosa de 
NaOH 60 mM ajustada a pH 7,4 o solución salina respectivamente; i.p.) fueron 
administrados 1 h antes de la inyección de MDMA o vehículo (solución salina) en 
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experimentos independientes. En ambos casos, los animales fueron sacrificados 3 h 
después de la inyección de la droga (figura 10). Las muestras de hipocampo y plasma 
obtenidas se emplearon en la determinación de los niveles de TRP, 5-HT y KYN 
mediante la técnica de HPLC (apartado 5.1).  
 
Figura 10: Esquema del protocolo utilizado para el estudio del papel de las enzimas 
KMO y KAT II en el efecto a corto plazo de una dosis neurotóxica de MDMA mediante 
el uso de los inhibidores específicos Ro 61-8048 y PF-04859989, respectivamente. 
3.3 Efecto de la administración de MDMA sobre los AhR 
Los animales fueron tratados con MDMA o vehículo (solución salina) y sacrificados 
1 y 3 h después de su administración (figura 11). Las muestras de hipocampo 
extraídas fueron procesadas inmediatamente después para el estudio de la expresión 
de AhR y ARNT, y de la traslocación de AhR, como se detalla más adelante en las 
secciones 4.2.3.2 y 4.2.4 respectivamente, a través de la técnica de western blot 
(apartado 5.5). 
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Figura 11: Esquema del protocolo utilizado para el estudio de la actividad y expresión 
de AhR a diferentes tiempos tras la administración de MDMA. 
3.4 Estudio de los efectos a corto plazo de la administración de MDMA tras la 
modulación de los receptores AhR 
Con el fin de estudiar el papel de AhR en los cambios observados tras la 
administración de MDMA, se emplearon distintas herramientas farmacológicas 
capaces de regular la actividad de estos receptores utilizando para ello varios 
protocolos temporales.  
El compuesto CH-223191 [308] es un antagonista específico de AhR que bloquea la 
traslocación de este receptor al núcleo celular y por lo tanto su actividad como factor 
de transcripción. Los animales fueron tratados con tres dosis de CH-223191 o su 
vehículo (DMSO 12%, Tween 80 12% en solución acuosa; i.p.), en concreto, las 
dos primeras dosis fueron administradas 12 h y 30 min antes de la inyección de 
MDMA o vehículo (solución salina), y la tercera 30 min después de la 
administración de la droga (figura 12). Los animales fueron sacrificados 3 h después 
de la inyección de MDMA y los hipocampos obtenidos fueron procesados 
inmediatamente después para el estudio de la traslocación de AhR, como se detalla 
más adelante en la sección 4.2.4, mediante la técnica de western blot (apartado 5.5).   
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Figura 12: Esquema del protocolo utilizado para el estudio del papel de AhR en los 
efectos a corto plazo de la administración de una dosis neurotóxica de MDMA 
mediante el uso del antagonista específico del receptor CH-223191. 
Por otro lado, se administró el compuesto DIM [309], conocido por su papel como 
modulador positivo de los AhR, o su vehículo (aceite de maíz; vía oral) 1 h antes del 
tratamiento con MDMA o vehículo (solución salina). Los animales fueron 
sacrificados 3 y 6 h después del tratamiento con la droga (figura 13). Las muestras de 
hipocampo fueron destinadas al estudio del estrés oxidativo mediante la 
determinación de la expresión de las proteínas hemoxigenasa-1 y catalasa a través de 
la técnica de western blot (apartado 5.5).  
 
Figura 13: Esquema del protocolo utilizado para el estudio del papel de AhR en los 
efectos a corto plazo de la administración de una dosis neurotóxica de MDMA 
mediante el uso del compuesto DIM como modulador positivo de AhR. 
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3.5 Estudio de la implicación de la vía de kinurenina sobre la neurotoxicidad 
inducida por MDMA 
Con el fin de estudiar el posible papel de la vía de kinurenina en la neurotoxicidad 
serotoninérgica a largo plazo inducida por MDMA, los animales fueron tratados con 
distintos inhibidores para cada una de las enzimas implicadas en la síntesis de los 
metabolitos de la vía de kinurenina o con L-kinurenina sulfato siguiendo varios 
protocolos temporales. 
El efecto de los compuestos 680C91 (inhibidor de TDO), Ro 61-8048 (inhibidor de 
KMO), PF-04859989 (inhibidor de KAT II) y L-kinurenina sobre la neurotoxicidad 
inducida por MDMA se evaluó 7 días después de la administración de la droga a 
través del marcaje radiactivo de los SERT [4, 5, 130, 134] mediante la técnica de 
autorradiografía descrita más adelante en el apartado 5.2. Los protocolos de 
administración de los distintos inhibidores empleados se encuentran descritos en el 
apartado 3.2. Por otro lado, L-kinurenina sulfato fue administrada conjuntamente con 
probenecid [213], un compuesto que promueve el acúmulo de los metabolitos 
derivados de la vía de kinurenina en el SNC mediante la inhibición de los OAT 
encargados del transporte de distintos metabolitos de la vía de kinurenina fuera del 
SNC [192]. La inyección de ambos compuestos o de su vehículo (NaOH 0,1 M 
ajustado a pH 7,4; i.p.) fue realizada 1 h antes de la administración de MDMA 
(figura 14). 
3.6 Estudio de la modulación de los receptores AhR sobre la neurotoxicidad 
inducida por MDMA 
Con el fin de estudiar el posible papel de AhR en la neurotoxicidad serotoninérgica a 
largo plazo producida por MDMA, los animales fueron tratados con distintos 
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compuestos reguladores de la actividad del receptor siguiendo varios protocolos 
temporales. 
 
Figura 14: Esquemas de los protocolos utilizados para el estudio del papel de las 
enzimas (A) TDO, (B) KMO y KAT II y del metabolito (C) kinurenina en el efecto a 
largo plazo de una dosis neurotóxica de MDMA mediante el uso de los compuestos (A) 
680C91, (B) Ro 61-8048 y PF-04859989, y (C) L-kinurenina sulfato junto con 
probenecid. 
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El efecto de los compuestos CH-223191 y DIM sobre la neurotoxicidad inducida por 
MDMA se evaluó 7 días después de la administración de la droga (figura 15). Para 
ello se utilizó el protocolo de administración comentado en el apartado 3.3. En 
ambos casos, el estudio de la neurotoxicidad se realizó a través del marcaje 
radiactivo de los SERT mediante la técnica de autorradiografía descrita más adelante 
en el apartado 5.2. 
 
Figura 15: Esquema del protocolo utilizado para el estudio del papel de AhR en el 
efecto a corto plazo de una dosis neurotóxica de MDMA mediante el uso de diferentes 
compuestos que modulan la actividad de AhR: (A) Antagonista de AhR, CH-223191; 
(B) modulador positivo de AhR, DIM. 
 87 
 MATERIALES Y MÉTODOS 
4. Obtención y procesamiento de muestras  
4.1 Obtención de muestras biológicas 
Los animales fueron sacrificados por decapitación e inmediatamente después se 
obtuvo el hígado y el cerebro completo, los cuales fueron almacenados directamente 
a -80ºC. El cerebro congelado se empleó posteriormente en la técnica de 
autorradiografía. Para el resto de las determinaciones, el cerebro fue diseccionado 
obteniéndose los hipocampos y las cortezas frontales que, posteriormente, fueron 
procesadas o almacenadas a -80ºC en función de las diferentes técnicas 
experimentales a realizar. También, se obtuvo la sangre troncal que fue recogida en 
tubos de EDTA comerciales (Deltalab, Barcelona, España) y centrifugada a 3.250 x g 
(Hermle Z 400 K, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania) durante 10 
min a 4ºC. Una vez recogido el sobrenadante (plasma) se almacenó a -80ºC hasta su 
posterior utilización.  
4.2 Procesamiento de tejidos  
4.2.1 Procesamiento de muestras para el análisis de la concentración de TRP, 
KYN y 5-HT mediante la técnica de HPLC 
Los hipocampos y las cortezas frontales diseccionadas se pesaron en una balanza de 
precisión. A partir de este momento, las muestras permanecieron siempre en hielo. 
Cada estructura se homogeneizó en agua Milli-Q en proporción 1:5 (p/v) mediante la 
sonicación de la muestra por ultrasonidos (250 Digital Sonifier, Branson Ultrasonic 
Corporation, Danbury, CT, EE.UU.) durante 15 segundos a una amplitud del 30%. 
Seguidamente, se acidificaron con ácido perclórico al 6% en proporción 1:4 (v/v) y 
se agitaron vigorosamente con el fin de producir la precipitación de proteínas y otros 
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componentes que pudiesen interferir en el análisis. Las muestras se centrifugaron a 
16.000 x g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante fue recogido y congelado a -80°C 
para su posterior análisis por HPLC. 
Las muestras de plasma sanguíneo obtenidas de los mismos animales fueron 
procesadas de manera similar a lo descrito para el tejido cerebral con ligeras 
modificaciones. La dilución del plasma se realizó con agua Milli-Q en proporción 
1:5 (p/v). Seguidamente, se acidificó con ácido perclórico al 6% en proporción 1:4 
(v/v) y se agitó vigorosamente con el fin de producir la precipitación de proteínas y 
otros componentes que pudiesen interferir en el análisis. Las muestras se 
centrifugaron a 16.000 x g durante 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se recogieron y 
se filtraron utilizando una jeringa acoplada a un filtro de celulosa con un tamaño de 
poro de 0,2 μm (Sartorius™, Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) con el fin de 
eliminar el componente lipídico de las muestras. Los sobrenadantes filtrados fueron 
almacenados a –80ºC hasta su posterior utilización para el análisis por HPLC. 
4.2.2 Preparación de las secciones tisulares para la técnica de autorradiografía 
Los cerebros extraídos se adhirieron en un soporte metálico utilizando el pegamento 
Tissue-tek© (Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn, Países Bajos) y se 
obtuvieron cortes coronales seriados de hipocampo y corteza frontal de 20 μm de 
grosor en un criostato (Leica CM1950, Leica Microsystems, Nussloch, Alemania). 
Los cortes se fijaron a portaobjetos cargados positivamente (SuperFrost®plus, 
Menzel-Gläser, Alemania) y se almacenaron a – 80 °C hasta su uso. 
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4.2.3 Preparación del extracto proteico total  
4.2.3.1 Procesamiento de los distintos tejidos para determinar la expresión de 
las enzimas implicadas en la vía de kinurenina y en fenómenos antioxidantes. 
Para analizar la expresión de las diferentes enzimas se obtuvo el extracto proteico 
total del tejido siguiendo el protocolo descrito a continuación. 
El hipocampo, corteza o una muestra de tejido hepático fue pesado en una balanza de 
precisión y homogeneizado en proporción 1:5 (p/v) en tampón de lisis (Tris base 50 
mM, NaCl 100 mM, MgCl2 2 mM, NP-40 1%, pH 7,4) con inhibidores de proteasas 
al 5% y de fosfatasas al 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) manteniendo el 
tejido en hielo durante todo el proceso. La disgregación del tejido se realizó en un 
homogeneizador de ultrasonidos durante 15 segundos a una amplitud de 30%. 
Posteriormente, se centrifugaron a 16.200 x g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante 
fue recogido y congelado a -80°C hasta el momento de su utilización en los ensayos 
correspondientes. 
4.2.3.2 Procesamiento del tejido para determinar la expresión de las proteínas 
AhR y ARNT 
Para el estudio de la expresión de AhR y ARNT se obtuvo el extracto proteico total 
del tejido siguiendo el protocolo descrito a continuación. El hipocampo fue 
homogeneizado en un volumen fijo de 600 μl en tampón de lisis (Tris base 50 mM, 
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP-40 1%, deoxicolato sódico 0,5%, SDS 0,1%, pH 
7,4) con inhibidores de proteasas al 5% y fosfatasas al 1% manteniendo el tejido en 
hielo durante todo el proceso. La homogeneización del tejido se realizó de forma 
manual con un homogeneizador de vidrio esmerilado y seguidamente se centrifugó a 
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16.200 x g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue recogido y congelado a -80°C 
hasta el momento de su utilización. 
4.2.4 Separación de los extractos citosólicos y nucleares 
Para analizar la traslocación nuclear de AhR se llevó a cabo la separación de las 
fracciones citoplasmática y nuclear en el tejido hipocampal de rata. Para ello se 
siguió el método descrito por Schreiber y col. [310] con algunas modificaciones. 
Ambos hipocampos se diseccionaron e inmediatamente después fueron 
homogeneizados de forma manual en un volumen fijo de 600 μl de tampón 
hipotónico (HEPES 10 mM a pH 7,9, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, KCl 10 mM) con 
inhibidores de proteasas al 5% y fosfatasas al 1%. Tras 10 min en hielo, se incorporó 
el detergente NP-40 al 0,5% y se agitó vigorosamente en un vórtex durante 5 
segundos. Las muestras se centrifugaron a 13.000 x g durante 5 min a 4ºC y se 
recogió el sobrenadante que constituye el extracto citosólico. Al pellet resultante se 
le añadió 200 μl de tampón hipotónico y se centrifugó de nuevo durante 5 min a 
13.000 x g para retirar cualquier resto de extracto citosólico. Posteriormente, al 
precipitado se le añadió 90 μl de tampón hipertónico (HEPES 20 mM a pH 8.0, 
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaCl 400 mM) con inhibidores de proteasas al 5% y 
fosfatasas al 1% y se agitó suavemente a 4ºC durante 30 min. A continuación, las 
muestras se centrifugaron a 13.000 x g durante 5 min a 4ºC y se recogió el 
sobrenadante correspondiente al extracto nuclear. Ambas fracciones se almacenaron 
a -80ºC hasta su utilización. 
4.2.5 Procesamiento para la extracción de ARN  
La extracción de ARN se realizó en tejido hipocampal siguiendo las instrucciones del 
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kit comercial RNeasy® Mini Kit (Quiagen, Venlo, Países Bajos). Brevemente, las 
muestras se homogeneizaron en un buffer de lisis. A continuación el lisado obtenido 
fue incorporado en las minicolumnas de sílice, las cuales fueron centrifugadas para 
eliminar todas las impurezas. El ADN genómico remanente se eliminó mediante un 
tratamiento con ADNasas que fue incorporado a la columna. El ARN purificado 
adherido a la columna se eluyó con agua Milli-Q. La cantidad y pureza del ARN 
extraído se cuantificó mediante espectrofotometría UV/VIS. La obtención de ARNm 
fue realizado en la Unidad de Genómica de la Fundación Parque Científico de 
Madrid, España.  
5. Técnicas experimentales 
5.1 Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
La cuantificación de la concentración de los diferentes metabolitos se realizó 
mediante un sistema de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). El sistema 
utilizado para todos los análisis se compone de una bomba (Waters 510) conectada a 
un inyector automático con refrigeración (Waters 2707 Autosampler, Waters 712 
WISP), una columna de fase reversa (Spherisorb ODS2; 5μm; 150 x 4.6mm) con 
precolumna (Nova-Pak C18) y un detector que varía en función de la naturaleza del 
compuesto a analizar. Todos los componentes utilizados pertenecen a la casa 
comercial Waters (Milford, MA, EE.UU.). 
La fase móvil empleada en cada caso fue filtrada con filtros de poliamida de 47 mm 
de diámetro y un tamaño de poro de 0,45 μm (Sartorius, Fisher Scientific, Waltham, 
MA, EE.UU.) para eliminar posibles impurezas sólidas y, posteriormente, fue 
desgasificada con helio para desplazar las moléculas de oxígeno presentes en la 
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disolución antes de incorporarla al sistema. El flujo programado para todas las 
determinaciones fue de 1,0 ml/min.  
Para el análisis de la concentración de los metabolitos se utilizaron estándares de 
concentración conocida preparados en el mismo tampón de homogenización que las 
muestras procesadas.  
Las áreas bajo la curva de los diferentes picos obtenidos tanto de los estándares como 
de las muestras se recogieron y cuantificaron utilizando los programas informáticos 
UniPoint™ System Software (Gilson, Middleton, WI, EE.UU.) o Clarity™ (Data 
Apex, Praga, República Checa). 
5.1.1 Cuantificación de la concentración de TRP y de 5-HT  
La cuantificación de la concentración de TRP y 5-HT se realizó, mediante el sistema 
HPLC descrito anteriormente, a través de un detector fluorométrico (Waters 2475) 
programado para la detección de TRP en las longitudes de onda de 270 nm de 
excitación y 360 nm de emisión, y la detección de 5-HT en las longitudes de onda de 
290 nm de excitación y 398 nm de emisión. 
La fase móvil empleada estaba compuesta de acetato de amonio 0,1 M y metanol al 
8% en agua MilliQ ajustada a pH 3,7 con ácido acético.  
El tiempo de retención obtenido para el TRP fue de 6,9 min y para la 5-HT de 4,7 
min en las condiciones descritas.  
5.1.2 Cuantificación de la concentración de KYN 
La cuantificación de la concentración de KYN se realizó, mediante el sistema HPLC 
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descrito anteriormente, a través de un detector de absorbancia ultravioleta (Waters 
2487) programado a una longitud de onda de 365 nm. 
La fase móvil empleada estaba compuesta de acetato de sodio 0,1 M y acetonitrilo al 
4% en agua MilliQ ajustada a pH 3,7 con ácido acético.  
El tiempo de retención obtenido para KYN fue de 5,1 min en las condiciones 
descritas. 
5.2 Marcaje autorradiográfico del transportador de 5-HT [3H]citalopram 
Para el estudio de la neurotoxicidad inducida por MDMA se analizó la densidad de 
los SERT a través de su unión con la molécula [3H]citalopram siguiendo el protocolo 
descrito por Thomsen y Helboe [311] con ligeras modificaciones. Antes del ensayo, 
los portaobjetos con las secciones tisulares se atemperaron durante 30 min. A 
continuación, los cortes se incubaron durante 15 min a 25ºC en un tampón de 
preincubación (Tris-HCl 50 mM, NaCl 120 mM y KCl 5 mM, pH 7,4) y, 
seguidamente, se incubaron durante 2 h a 25ºC en el tampón de preincubación con 
[3H]citalopram 2 nM. Ambas incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. La 
fijación no específica fue realizada en una sección consecutiva a las anteriores, 
incubada en las mismas condiciones descritas anteriormente, pero en presencia de 
fluoxetina 20 μM. Posteriormente, se realizaron cuatro lavados de dos min cada uno 
en un tampón de lavado (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4) a 4ºC, seguidos de una inmersión 
breve en agua destilada a 4ºC. Una vez secas las secciones se expusieron a películas 
sensibles a tritio (Biomax MR Kodak, Madrid, España) junto con un estándar 
formado de un polímero sintético que posee bandas que contienen distintas 
concentraciones conocidas de isótopo (nCi/g de tejido). Éstos fueron almacenados en 
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chasis (Amersham Hypercassette™, (GE Healthcare, Chicago, IL, EE.UU) protegidos 
de la luz a 4 ºC durante un período de 6-8 semanas antes de llevar a cabo el revelado 
en una cámara oscura. 
Una vez reveladas las películas, los autorradiogramas de los cortes correspondientes 
y del estándar de tritio se cuantificaron mediante densitometría óptica, utilizando un 
sistema informático de análisis de imagen (Scion Image, Scion Corporation, 
Frederick, MD, USA), previa captación de las películas a través de un escáner. La 
cuantificación densitométrica de las impresiones del estándar junto con los valores 
correspondientes de las concentraciones del isótopo dio lugar a una curva de 
calibración que posibilita la extrapolación posterior de los niveles obtenidos en las 
muestras experimentales. 
Para el tratamiento de los datos obtenidos por el programa, a cada medición de las 
diferentes secciones se le sustrajo el ruido de fondo de la película obtenido y la 
medida que corresponda a cada corte de los valores de fijación no específica, y se 
calculó la densidad de sitios de unión (Bmax) expresada en fmol/mg de tejido. 
5.3 Cuantificación de la concentración de proteínas 
La determinación de la concentración de proteína de las muestras se realizó 
siguiendo el ensayo colorimétrico comercial DC Assay Protein (Bio-Rad, Hercules, 
CA, EE.UU.). La reacción en la que se basa la técnica es similar al ensayo publicado 
por Lowry et al. [312] pero con ligeras modificaciones que reducen el tiempo y la 
cantidad de muestra empleada. 
Para ello, se utilizaron 5 μl de la muestra homogeneizada a los cuales se les añadió 
25 μl de una mezcla en proporción 50:1 de solución alcalina de tartrato de cobre 
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(reactivo A) y solución surfactante (reactivo S). La solución resultante generó un 
medio alcalino donde los iones de cobre (Cu2+) se unieron a los grupos nitrogenados 
presentes en las proteínas formando complejos que dieron lugar al desdoblamiento de 
la estructura tridimensional de la proteína. Posteriormente se incorporó a cada pocillo 
200 μl del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido (reactivo B) el cual sufrió una 
reducción principalmente por los residuos fenólicos de tirosina utilizando la 
presencia del cobre como catalizador de la reacción. Al añadir el reactivo de Folin, la 
muestra contenida en los pocillos desarrolló un color azul cuya intensidad fue 
proporcional a la cantidad de proteína que había en la muestra. Tras 5 min, se 
determinó la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 750 nm 
(ELX808 IU, Ultra Microplate Reader; Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, 
EE.UU.) y se interpoló este valor en una recta estándar realizada a partir de 
concentraciones conocidas de albúmina de suero bovino (BSA), ensayadas en el 
mismo momento y en las mismas condiciones que las muestras. Cada muestra y 
concentración de la curva estándar fue analizada por triplicado.  
5.4 Ensayo de la actividad enzimática de TDO 
La actividad enzimática de TDO se analizó siguiendo el protocolo descrito por 
Badawy y Evans [151] con ligeras modificaciones. El hígado fue diseccionado y 
seguidamente pesado en una balanza de precisión. A partir de este momento, las 
muestras permanecieron siempre en hielo. Cada porción de tejido se homogeneizó en 
proporción 1:5 (p/v) en tampón fosfato mediante la sonicación de la muestra por 
ultrasonidos durante 60 segundos a una amplitud del 30% y, seguidamente, el 
volumen obtenido se dividió en diferentes alícuotas. En todas ellas el homogenado se 
ensayó a una proporción de tejido 1:20 (p/v) y en presencia de una concentración de 
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7,5 mM de TRP, sustrato de TDO. En paralelo, a la mitad de las alícuotas 
correspondientes de cada muestra se les añadió además hematina, cofactor de TDO, a 
una concentración final de 2 ?M. Las muestras se incubaron en una atmósfera de 
CO2 al 5% y a una temperatura de 37ºC en agitación durante 60 min y, 
seguidamente, se detuvo la reacción con tricloroacético 0,09 M. Las muestras se 
centrifugaron a 16.000 x g durante 20 min a 4°C y el sobrenadante fue congelado a -
80°C para su posterior análisis por HPLC siguiendo el mismo protocolo de detección 
y análisis de KYN descrito en el apartado 5.1.3. El ensayo fue realizado por 
triplicado para cada condición y muestra. Una vez realizado, se cuantificó la 
concentración de producto formado en cada muestra y se normalizó con la 
concentración de proteína presente en el homogenado medida con el protocolo 
descrito en el apartado 5.3. 
En la figura 16 se muestra el esquema de la reacción enzimática producida durante la 
técnica. 
 
Figura 16: Reacción enzimática mediada por TDO en condiciones ex vivo. Kinurenina 
(KYN); N-formilkinurenina (N-formil-KYN); triptófano (TRP); triptófano 2,3 dioxigenasa 
(TDO). 
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5.5 Western blot 
La determinación de la expresión de proteínas se llevó a cabo sobre las muestras 
procesadas de tejido hipocampal y de tejido hepático.  
Con el fin de desnaturalizar y provocar la pérdida de la estructura tridimensional de 
las proteínas, los extractos se diluyeron 3:1 en tampón de carga reductor (Tris-HCl 
25 mM a pH 6,8; SDS 20%; glicerol 10%; β-mercaptoetanol 4% y azul de 
bromofenol) para el estudio de la expresión de las enzimas de la vía de kinurenina o 
en tampón de carga comercial (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) en proporción 1:1 
para el estudio de la expresión de ARNT y de AhR tanto en extracto total como en 
extracto citosólico y nuclear y, posteriormente, se calentaron durante 5 min a 95°C. 
Se cargaron 20-30 μg de proteínas procedentes del extracto total y 50 μg de proteínas 
de los extractos citosólicos y nucleares en geles de SDS-poliacrilamida al 10%.  
Tras la electroforesis, las proteínas del gel fueron transferidas con dos 
procedimientos diferentes en función de la proteína a analizar. Para el análisis de las 
enzimas de la vía de kinurenina se utilizaron membranas de PVDF y se transfirieron 
mediante transferencia semi-seca (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad, 
Hercules, CA, EE.UU.). En el caso del estudio de la expresión de AhR y ARNT se 
emplearon membranas de nitrocelulosa y la transferencia de las proteínas fue llevada 
a cabo mediante transferencia húmeda, debido a su alto peso molecular (90-130 
kDa), utilizando para ello un tampón compuesto de Tris-HCL 25 mM, glicina 192 
mM, metanol al 20% durante 2 h a 4 ºC .  
Para minimizar las uniones inespecíficas, las membranas se bloquearon en TBST 
(Tris 0,5 M a pH 7,5; NaCl 1,5 M; Tween? 20 0,1%) con un 5% de leche desnatada o 
BSA, durante 1 h a temperatura ambiente.  
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Posteriormente, para el reconocimiento de la proteína de interés, las membranas se 
incubaron con los correspondientes anticuerpos primarios (tabla 2) diluidos en TBST 
durante 16 h a 4°C, en agitación suave. Tras los lavados en TBST, las membranas se 
incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa o 
conjugado con un marcador fluorescente (tabla 3). Para el estudio de la expresión 
total de las distintas proteínas o de su presencia en la fracción citoplasmática se 
utilizó la proteína β-actina como control de carga. Como control de carga y de pureza 
de los extractos nucleares se analizaron los niveles de expresión de HDAC-1.  
La detección de las proteínas se realizó mediante quimioluminiscencia utilizando un 
kit comercial (ECL Western Blotting Detection Kit, o bien, ECL Plus™ Western 
blotting detection kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) que permite 
la oxidación catalizada del luminol por acción de la peroxidasa de rábano acoplada a 
los anticuerpos secundarios. La detección de la quimioluminiscencia emitida se 
realizó con el equipo de imagen Odyssey® (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, 
EEUU). Para la detección de la señal fluorescente se utilizó el mismo equipo en el 
rango infrarrojo cercano a una longitud de onda de 700 nm. 
La cuantificación de la densidad de las bandas se realizó utilizando el programa 
Image J Sofware versión 1.42q (NIH, Bethesda, MD, EE.UU.). El valor de cada 
muestra se normalizó en referencia a la inmunorreactividad del control de carga 
correspondiente revelado en la misma membrana. Las siguientes tablas describen las 
principales características y condiciones de uso de los anticuerpos empleados: 
 99 
 MATERIALES Y MÉTODOS 













del receptor de 











Catalasa Catalasa Conejo 1:5000 Abcam Leche 
HDAC-1 Histona deacetilasa-1 Conejo 1:1.000 Santa-Cruz BSA 
























Tabla 2. Se muestran los anticuerpos primarios empleados en la técnica del western 
blot. 
5.6 Análisis de la expresión génica. RT-PCR cuantitativa 
La determinación de la expresión génica del ARNm se llevó a cabo mediante la 
técnica de PCR cuantitativa (qPCR; quantitative polymerase chain reaction) tras la 
conversión del ARN extraído del hipocampo en ADN complementario (ADNc). La 
técnica fue realizada en la Unidad de Genómica de la Fundación Parque Científico de 
Madrid, España. 
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Anticuerpo 
frente a 
Detección Especie Dilución 
Casa 
comercial 
IgG de ratón 
Conjugado con fluoróforo 
IRDye® 680RD 
Cabra 1:10.000 LI-COR 
IgG de ratón Conjugado con HRP Cabra 1:10.000 
Merck-
Millipore 
IgG de conejo Conjugado con HRP Cabra 1:10.000 
Merck-
Millipore 
Tabla 3. Se muestran los anticuerpos secundarios empleados en la técnica del western 
blot. 
5.6.1 Retrotranscripción de ARN (RT) 
La RT consiste en la síntesis de ADNc utilizando como molde el ARN obtenido de 
las muestras. En todos los casos se utilizó una cantidad fija de ARN (500 ng por 
muestra) diluido en agua Milli-Q al que se añadió una mezcla del kit comercial High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
EE.UU.) compuesta por su tampón correspondiente, cebadores aleatorios, 
desoxirribonucleótidos trifosfato y la enzima retrotranscriptasa (Multiscribe), esta 
última encargada de sintetizar ADNc a partir de ARN. Posteriormente, las muestras 
se sometieron a las siguientes condiciones térmicas: 37ºC durante 60 min, 85ºC 
durante 5 min utilizando para ello el termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Las muestras de ADNc 
obtenidas fueron almacenadas a -20ºC hasta su posterior utilización. 
5.6.2 qPCR 
La qPCR es una variante de la PCR convencional que tiene la capacidad de 
amplificar el ADNc, mediante el empleo de una ADN polimerasa termoestable 
aislada de la bacteria Thermus aquaticus (Taq polimerasa) y, simultáneamente, 
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cuantificar el producto de amplificación en tiempo real, permitiendo la medición de 
la expresión del ARNm del gen diana.  
La cuantificación se realizó mediante la detección de la fluorescencia emitida por un 
fluoróforo excitado. Para ello se emplearon sondas TaqMan™ (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, EE.UU) formadas por oligonucleótidos específicos con 
un fluoróforo (FAM, carboxifluoresceina, excitación en λ = 495 nm, emisión en λ = 
515 nm) unido covalentemente al extremo 5' y un extintor de fluorescencia (NFQ-
MGB) unido al extremo 3'.   
Para llevar a cabo la técnica, se utilizaron 100 ng de ADNc de cada muestra disueltos 
en la mezcla comercial TaqMan™ Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Las muestras, contenidas en placas de pocillo 
cónico libres de ARNasas y ADNasas, fueron introducidas en el aparato de 
amplificación y de detección AB fast-7900HT System (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, EE.UU.). Primeramente, para inactivar las nucleasas y asegurar la 
desnaturalización completa del ADN de partida, las muestras se calentaron 2 min a 
50ºC y 10 min a 95ºC. A continuación, se sometieron a 40 ciclos de amplificación de 
15 segundos a 95ºC para la desnaturalización y 1 minuto a 60ºC para la hibridación y 
elongación de la cadena de ADN. Para determinar los niveles de expresión génica, se 
calculó la diferencia entre el ciclo umbral (Cu, número de ciclos de amplificación 
necesarios para la detección del fluoróforo) de cada uno de los genes de estudio y el 
Cu de los genes de referencia, GAPDH y la subunidad ribosómica 18S en todos los 
casos, obteniéndose el ΔCu de cada muestra. Posteriormente, los valores resultantes 
se normalizaron respecto a la media del ΔCu del grupo control (ΔCu de cada muestra 
– promedio ΔCu grupo control= ΔΔCu). El valor obtenido en negativo se elevó a la 
potencia de 2 (2^-ΔΔCu). Las sondas empleadas para la determinación de los 
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distintos genes están descritas en la tabla 4.  
ARNm Referencia 





18S Subunidad ribosómica 18S Hs99999901_s1 
Tabla 4. Se muestran las sondas Taqman utilizadas para la determinación de cada gen.  
6. Medición de la temperatura rectal 
La temperatura rectal de los animales se registró a distintos tiempos durante el 
desarrollo de los experimentos. Para establecer un valor de temperatura basal se 
obtuvieron mediciones a 1 hora, media hora y justo antes del tratamiento con 
MDMA. Después de la administración de la droga, se registró la temperatura a la 
media hora, y cada hora hasta el momento del sacrificio. En los experimentos 
llevados a cabo 24 h y 7 días después de la administración de MDMA, la temperatura 
rectal se midió durante las primeras 6 h tras la inyección de la droga. Las medidas se 
realizaron con una sonda de temperatura para rata (RET-2 Rodent Sensor) acoplada a 
un lector digital (BAT12 thermometer, Physitemp Instruments, NJ, EE.UU.) con una 
resolución de ± 0,1°C y una precisión de ± 0,2°C. La sonda se introdujo 2,5 cm en el 
recto de la rata mientras que el animal era ligeramente inmovilizado con la mano. El 
procedimiento se realizó hasta que la medida de la temperatura rectal fue estable.  
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7. Análisis estadístico 
Los datos se analizaron utilizando el programa PRISM 5.0 (GraphPad Software Inc.). 
Se realizó una t de Student para comparar dos grupos y un test ANOVA de una sola 
vía, seguido de una prueba post-hoc de Newman-Keuls para comparar más de dos 
grupos, según procedía. El análisis de las temperaturas rectales se llevó a cabo 
mediante el test ANOVA de dos vías de medidas repetidas, considerando como 
variables el tiempo y el tratamiento y, a continuación, el post-test de Bonferroni. Los 
datos se expresaron como la media ± error estándar de la media (EEM) de un número 
variable de experimentos y se consideró como estadísticamente significativa un valor 













1. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la vía de 
kinurenina 
Para caracterizar los efectos de una única dosis neurotóxica de MDMA sobre la vía 
de kinurenina se analizaron las concentraciones de KYN, principal derivado de la vía 
de kinurenina, y de TRP, aminoácido precursor de su síntesis. El estudio se llevó a 
cabo en hipocampo, corteza frontal y plasma, lo que permitió determinar el estado de 
activación de la vía de kinurenina, a nivel central y periférico, tras la administración 
de la droga. Igualmente, con este fin también se analizó la expresión de las 
principales enzimas que participan en esta vía metabólica tanto en hipocampo como 
en hígado. Los niveles de 5-HT en hipocampo y corteza también fueron 
cuantificados con el fin de determinar el efecto que produce MDMA sobre el sistema 
serotoninérgico a diferentes tiempos.  
1.1 Efecto de MDMA sobre la concentración de 5-HT, TRP y KYN en cerebro y 
plasma 
En primer lugar, se llevó a cabo una curva temporal para determinar los niveles 
centrales y periféricos de 5-HT, TRP y KYN tras la administración intraperitoneal de 
una dosis de MDMA de 12,5 mg/kg.  
El ANOVA de una vía mostró que la inyección de MDMA afecta significativamente 
a los niveles de 5-HT (figura 17) en hipocampo (F5,52=36,64; p?0,0001) y corteza 
frontal (F5,32=41,43; p?0,0001). El análisis post-hoc reveló una disminución 
significativa de los niveles del neurotransmisor respecto al grupo tratado con 
vehículo a todos los tiempos analizados tanto en hipocampo (1 h: 37%; 3 h: 48%; 6 
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h: 67%; 24 h: 49%; 7 días: 62% vs. vehículo) como en corteza frontal (1 h: 21%; 3 h: 
72%; 6 h: 79%; 24 h: 56%; 7 días: 50% vs. vehículo).  
       HIPOCAMPO           CORTEZA FRONTAL 
 
Figura 17. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la concentración de 5-HT 
en hipocampo y corteza frontal. Se muestran las concentraciones de 5-HT en hipocampo y 
corteza frontal analizadas a diferentes tiempos tras la administración intraperitoneal de 
MDMA (12,5 mg/kg). Los resultados se representan como la media ± EEM (n=4-17). El 
análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía seguido del test post-hoc de 
Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como **p<0,01 y ***p<0,001 
respecto al vehículo. 
El análisis de la concentración de TRP (figura 18 A), precursor en la síntesis de 
serotonina, mediante el ANOVA de una vía mostró igualmente cambios 
significativos tras la administración de la droga tanto en hipocampo (F5,53=14,37; 
p?0,0001) como en corteza frontal (F5,33=49,61; p?0,0001). En concreto, tras realizar 
la comparación múltiple mediante el test Newman-Keuls, se observó un incremento a 
1 y 3 h en hipocampo (66% y 72% vs. vehículo, respectivamente) recuperando 
niveles basales 6 h después de la administración de la droga. En corteza frontal, este 
mismo análisis estadístico reveló un aumento a 1, 3 y 6 h (83%, 56% y 22% vs. 
vehículo, respectivamente) reestableciéndose los niveles basales 24 h después del 
tratamiento. Sin embargo, el ANOVA no mostró un efecto de MDMA sobre los 




Por otro lado, este mismo análisis reveló cambios significativos en los niveles de 
KYN (figura 18 B) tras la administración de la droga en hipocampo (F5,55=24,20; 
p?0,0001), corteza frontal (F5,32=16,53; p?0,0001) y plasma (F5,54=16,92; p?0,0001). 
Empleando el test Newman-Keuls, los datos mostraron un aumento de la 
concentración de KYN a 1, 3 y 6 h en hipocampo (56%, 125% y 113% vs. vehículo, 
respectivamente), a 3 y 6 h en corteza frontal (50% y 104%, respectivamente) y a 1, 
3 y 6 h en plasma (44%, 92% y 60% vs. vehículo, respectivamente). 
             HIPOCAMPO        CORTEZA FRONTAL PLASMA 
 
Figura 18. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre las concentraciones de 
TRP y KYN en hipocampo, corteza frontal y plasma. Se muestran las concentraciones de 
(A) TRP y (B) KYN en hipocampo, corteza frontal y plasma analizadas a diferentes tiempos 
tras la administración intraperitoneal de MDMA (12,5 mg/kg). Los resultados se representan 
como la media ± EEM (n=4-17). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de 
una vía seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se 
muestran como **p<0,01 y ***p<0,001 respecto al vehículo. 
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1.2 Efecto de MDMA sobre la actividad y la expresión de las principales 
enzimas que participan en la vía de kinurenina 
La metabolización inicial del TRP a través de la vía de kinurenina está mediada por 
dos enzimas con distinta regulación, TDO e IDO, que pueden actuar como un factor 
limitante en la activación de la vía. El producto formado a partir del TRP mediante la 
acción de estas dos enzimas es la KYN, la cual a su vez puede ser metabolizada 
principalmente por 2 proteínas distintas, KAT y KMO. Ambas enzimas generan, a 
partir de KYN, metabolitos que también pueden estar implicados en la regulación de 
la función neuronal, como KYNA y QUINA [12] (figura 19). 
 
Figura 19. Resumen esquemático de la vía de kinurenina. Se muestran los principales 
metabolitos y enzimas presentes en la vía de kinurenina. Indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO); 
kinurenina aminotransferasa (KAT); kinurenina monooxigenasa (KMO); triptófano 2,3 
dioxigenasa (TDO). 
Para analizar la expresión de las principales enzimas que participan en la vía de 
kinurenina a nivel central, se empleó el hipocampo como región de estudio. Además, 
se analizó la expresión de estas proteínas en hígado, por ser éste el principal tejido 
periférico responsable de la metabolización del TRP a través de esta vía.
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1.2.1 Efecto de MDMA sobre la expresión y la actividad enzimática de TDO 
La enzima TDO es capaz de regular las concentraciones de TRP mediante la 
oxidación de este aminoácido en KYN [207]. Se expresa mayoritariamente en 
hígado, principal tejido responsable de la producción de KYN a nivel periférico, no 
obstante, otros tejidos como el cerebro también expresan esta enzima en menor 
proporción [146, 147, 313]. Con el fin de determinar el posible efecto de MDMA 
sobre la expresión de esta enzima, se emplearon hipocampo e hígado extraídos a 
diferentes tiempos tras la administración de la droga.  
El análisis estadístico de los datos obtenidos mediante el ANOVA de una vía no 
reveló diferencias significativas en la expresión de TDO (figura 20) tras la 
administración de MDMA en ninguno de los dos tejidos analizados con respecto al 
grupo vehículo (hipocampo: F3,18=1,26; p=0,3183 e hígado: F2,20=0,40; p=0,6782).  
La actividad de TDO puede verse modulada principalmente por dos factores: la 
disponibilidad de TRP y la presencia de grupos hemo durante la reacción. Ambos 
parámetros determinan el estado de activación de la enzima TDO, pudiendo 
establecer una conformación de apoenzima o de holoenzima. La apoenzima, o estado 
enzimático de menor actividad, es la forma en la cual se encuentra basalmente. Sin 
embargo, en presencia de hematina, la TDO es capaz de transformarse en su forma 
holoenzima, el estado enzimático de máxima activación que supone un incremento 
del 50% de su actividad con respecto a la apoenzima [151].  
Para analizar si el tratamiento con MDMA produce un efecto sobre la actividad de 
TDO en hígado, se realizó un ensayo enzimático ex vivo en condiciones de sustrato 
(TRP) a saturación en presencia o en ausencia del cofactor hematina, responsable del 
cambio conformacional de la forma apoenzima a la forma holoenzima.  
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            HIPOCAMPO                        HÍGADO 
 
Figura 20. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la expresión de la enzima 
TDO en hipocampo e hígado. Se muestran imágenes representativas y el análisis 
densitométrico de la expresión de la proteína TDO en hipocampo e hígado a diferentes 
tiempos tras la administración intraperitoneal de MDMA (12,5 mg/kg). Como control de 
carga se utilizó la expresión de ?-actina. Los resultados se expresan como porcentaje 
respecto al vehículo y se representan como la media ± EEM (n=5-11). El análisis estadístico 
se realizó empleando el ANOVA de una vía.  
El ANOVA de una vía mostró diferencias significativas en los niveles de KYN 
presentes en los homogenados de hígado obtenidos tras el ensayo enzimático de 
TDO (figura 21) tanto en su forma de apoenzima (F2,20=11,83; p=0,0004) como de 
holoenzima (F2,16=14,58; p=0,0002). El post-test Newman-Keuls reveló un 
incremento de la actividad de TDO hepática en su forma de apoenzima y de 
holoenzima en las ratas tratadas con MDMA a 3 (106% y 105% vs. vehículo, 




Figura 21. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la actividad enzimática de 
TDO en hígado. Se muestra la actividad de la TDO en hígado determinada 3 y 6 h después 
de la administración intraperitoneal de MDMA (12,5 mg/kg) mediante la cuantificación de la 
concentración de KYN producida durante el ensayo enzimático. Los resultados se 
representan como la media ± EEM (n=4-11). El análisis estadístico se realizó empleando el 
ANOVA de una vía seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias 
significativas se muestran como *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 respecto al vehículo. 
Para determinar la contribución de TDO e IDO-1 en la formación de kinurenina 
durante el ensayo, se emplearon inhibidores de la actividad enzimática de estas dos 
proteínas, los compuestos 680C91 y 1-metil-triptófano (1-MT), respectivamente.  
El ANOVA de una vía reveló un efecto sobre los niveles de KYN tras el tratamiento 
con 680C91 (F2,3=18,79; p=0,0201). El análisis post-test mostró una disminución de 
la concentración de KYN en los homogenados expuestos a las concentraciones de 5 y 
50 ?M (36% y 62% vs. vehículo, respectivamente). Sin embargo, el ANOVA de una 
vía no mostró cambios significativos en los homogenados tratados con 1-MT 
(F2,3=1,68; p=0,3245), confirmando que la enzima TDO es la principal responsable 
de la producción de KYN durante el ensayo. Los datos del ensayo enzimático se 
muestran en la tabla 5. 
 114 
 RESULTADOS 
Concentración de KYN (nmol/h/mg de proteína) 
Inhibidor (?M) 0  5  50  
680C91 1,83 1,17* 0,69* 
1-MT 1,75 1,55 1,63 
Tabla 5. Efecto de la inhibición de las enzimas TDO e IDO-1 sobre la concentración de 
KYN obtenida durante el ensayo enzimático en hígado. Los homogenados de hígado 
fueron incubados con los inhibidores de TDO (680C91) e IDO-1 (1-MT) a diferentes 
concentraciones (5 y 50 ?M) o con sus vehículos y, seguidamente, fueron ensayados para 
determinar la cantidad de KYN producida en estas condiciones. Los niveles de KYN 
obtenidos fueron expresados en nmol/h/mg de proteína. Los resultados se representan como 
la media ± EEM (n=2). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía 
seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como 
*p<0,05 respecto al vehículo. 
1.2.2 Efecto de MDMA sobre la expresión de la enzima IDO-1 
La proteína IDO es otra de las enzimas que participa en la oxidación del TRP en 
KYN. Existen dos isoformas de esta proteína, IDO-1 e IDO-2 [314]. Dado que IDO-
1 contribuye en mayor medida a la metabolización del TRP [163, 164], se analizó la 
implicación de esta isoforma en los cambios producidos por MDMA. IDO-1 es una 
enzima monomérica que se expresa de forma ubicua en todo el organismo, aunque su 
expresión está ligada a la presencia de citoquinas proinflamatorias y a fenómenos de 
estrés oxidativo [168, 169, 315]. 
El ANOVA de una vía reveló que la administración de MDMA no modificó la 
expresión de IDO-1 (figura 22) en hipocampo (F3,18=1,30; p=0,3063) e hígado 
(F2,20=2,60; p=0,0996).  
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           HIPOCAMPO                     HÍGADO 
 
Figura 22. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la expresión de la enzima 
IDO-1 en hipocampo e hígado. Se muestran imágenes representativas y el análisis 
densitométrico de la expresión de la proteína IDO-1 en hipocampo e hígado a diferentes 
tiempos tras la administración intraperitoneal de MDMA (12,5 mg/kg). Como control de 
carga se utilizó la expresión de ?-actina. Los resultados se expresan como porcentaje 
respecto al vehículo y se representan como la media ± EEM (n=5-11). El análisis estadístico 
se realizó empleando el ANOVA de una vía.
1.2.3 Efecto de MDMA sobre la expresión de las enzimas KMO y KAT II 
La enzima KMO participa en la principal ruta de metabolización de KYN. Esta 
proteína heterodimérica [171] se expresa tanto en periferia, como en el SNC, 
principalmente en microglía, donde estímulos inflamatorios pueden promover un 
incremento de su expresión [173]. 
El ANOVA de una vía no reveló diferencias en la expresión de KMO (figura 23) en 
hipocampo (F3,18=0,46; p=0,7173). Sin embargo, este análisis estadístico si mostró 
cambios en la expresión de KMO en el hígado (F2,19=11,57; p=0,0005) tras la 
administración de MDMA. El post-test de comparación múltiple Newman-Keuls 
reveló un ligero incremento 3 h después de la inyección de MDMA (14%) y una 
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disminución 6 h después (12%) respecto al vehículo.  
              HIPOCAMPO                   HÍGADO 
 
Figura 23. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la expresión de la enzima 
KMO en hipocampo e hígado. Se muestran imágenes representativas y el análisis 
densitométrico de la expresión de la proteína KMO en hipocampo e hígado a diferentes 
tiempos tras la administración intraperitoneal de MDMA (12,5 mg/kg). Como control de 
carga se utilizó la expresión de ?-actina. Los resultados se expresan como porcentaje 
respecto al vehículo y se representan como la media ± EEM (n=5-11). El análisis estadístico 
se realizó empleando el ANOVA de una vía seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. 
Las diferencias significativas se muestran como *p<0,05 y **p<0,01 respecto al vehículo. 
La enzima KAT es un homodímero que cataliza la transaminación irreversible de la 
KYN. Existen cuatro isoformas (I, II, III, IV), sin embargo, KAT II es la enzima 
mayoritaria presente en el cerebro tanto de humanos como de rata [146, 148, 173]. 
La expresión de KAT II puede ser regulada por estímulos inflamatorios [183]; 
además, se ha observado que su actividad puede verse incrementada por un aumento 
de la concentración de KYN disponible o por una disminución de la actividad de 
KMO [157, 316]. 
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El análisis estadístico mediante el ANOVA de una vía no reveló diferencias 
significativas en la expresión de KAT II (figura 24) ni en hipocampo (F3,18=1,34; 
p=0,2933) ni en hígado (F2,19=0,42; p=0,6654) tras la administración de MDMA. 
                HIPOCAMPO                           HÍGADO 
 
Figura 24. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la expresión de la enzima 
KAT II en hipocampo e hígado. Se muestran imágenes representativas y el análisis 
densitométrico de la expresión de la proteína KAT II en hipocampo e hígado a diferentes 
tiempos tras la administración intraperitoneal de MDMA (12,5 mg/kg). Como control de 
carga se utilizó la expresión de ?-actina. Los resultados se expresan como porcentaje 
respecto al vehículo y se representan como la media ± EEM (n=5-10). El análisis estadístico 
se realizó empleando el ANOVA de una vía.
2. Papel de las principales enzimas de la vía de kinurenina en la 
neurotoxicidad inducida por MDMA 
Con el fin de estudiar si la vía de kinurenina participa en la neurotoxicidad producida 
por MDMA, se utilizaron diferentes compuestos capaces de inhibir o promover la 
actividad de las diferentes enzimas que participan en esta ruta metabólica. 
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2.1 Efecto de la inhibición de la enzima TDO sobre los cambios inducidos por 
MDMA 
Con el fin de dilucidar si la enzima TDO participa en la neurotoxicidad producida 
por MDMA en nuestro modelo experimental, se administró intraperitonealmente un 
inhibidor específico de esta enzima, 680C91 (figura 25), 30 minutos antes de la 
droga empleando una dosis de 10 mg/kg [304]. 
 
Figura 25. Representación esquemática de la acción del inhibidor 680C91 sobre la vía 
de kinurenina. Se muestra el efecto inhibidor de 680C91 sobre la enzima TDO responsable 
de la transformación del TRP en KYN. Indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO); kinurenina 
aminotransferasa (KAT); kinurenina monooxigenasa (KMO); triptófano 2,3 dioxigenasa 
(TDO). 
2.1.1 Efecto de la inhibición de TDO sobre los niveles de TRP y KYN 
observados tras la administración de MDMA  
Se analizó la concentración hipocampal y plasmática de TRP y KYN resultante de la 
administración del inhibidor 680C91 y MDMA en ratas, 3 h después de la inyección 
de la droga.  
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El ANOVA de una vía reveló que la administración de los compuestos produce un 
efecto significativo en la concentración de TRP (figura 26 A) tanto en hipocampo 
(F3,15=10,60; p=0,0005) como en plasma (F3,36=22,66; p<0,0001). El análisis post-
test mediante Newman-Keuls mostró que el pretratamiento con 680C91 incrementó 
los niveles de TRP 3 h después de la inyección de la droga en hipocampo y en 
plasma (60% y 65% de incremento vs. MDMA, respectivamente). Además, se 
observó que la administración de 680C91 previo a la administración del vehículo 
incrementó los niveles de TRP respecto al grupo vehículo tanto en hipocampo (78%) 
como en plasma (70%).  
Paralelamente, el análisis de la concentración de KYN (figura 26 B) mediante el 
ANOVA de una vía mostró un efecto tanto en hipocampo (F3,14=10,09; p=0,0008) 
como en plasma (F3,34=17,05; p<0,0001) entre los grupos experimentales. El post-
test de comparación múltiple reveló que el inhibidor fue capaz de prevenir el 
aumento en la concentración de KYN inducido por MDMA tanto a nivel central 
como en periferia (45% y 51% de disminución vs. MDMA, respectivamente). 
2.1.2 Efecto de la inhibición de TDO sobre la neurotoxicidad inducida por 
MDMA  
El estudio de la neurotoxicidad se llevó a cabo mediante la técnica de 
autorradiografía a través del marcaje específico de los SERT con citalopram marcado 
radiactivamente con tritio. La densidad de los transportadores presentes en 
hipocampo y corteza frontal refleja el efecto neurotóxico producido por los 




            HIPOCAMPO               PLASMA 
Figura 26. Efecto de la inhibición de TDO sobre las concentraciones de TRP y KYN 
observadas en hipocampo y plasma 3 h después de la administración de MDMA. Se 
muestran las concentraciones de (A) TRP y (B) KYN en hipocampo y plasma de ratas 
tratadas con MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) y 680C91 (10 mg/kg; i.p.) analizadas 3 h después de 
la administración de la droga. Los resultados se representan como la media ± EEM (n=4-11). 
El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía seguido del test post-hoc 
de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como *p<0,05; **p<0,01 y 
***p<0,001 respecto a vehículo; #p<0,05; ##p<0,01 y ###p<0,001 respecto a MDMA. 
El ANOVA de una vía reveló cambios en la densidad de los SERT (figura 27) entre 
los grupos experimentales en hipocampo (F3,20=22,75; p<0,0001) y corteza frontal 
(F3,20=27,47; p<0,0001). El post-test de Newman-Keuls mostró una disminución de 
la densidad de los SERT en ambas áreas cerebrales 7 días después del tratamiento 
con MDMA respecto a los animales que recibieron vehículo (hipocampo: 42% y 
 121 
 RESULTADOS 
corteza frontal: 24% vs. vehículo). Este efecto inducido por la droga fue potenciado 
por el pretratamiento con el inhibidor de TDO, aumentando la neurotoxicidad que 
produce MDMA en hipocampo y corteza frontal (20% y 18% de disminución de la 
densidad de los SERT vs. MDMA, respectivamente). Sin embargo, el grupo control 
tratado con el inhibidor de TDO no mostró cambios en la densidad de los SERT al 
compararlo con el grupo vehículo en ninguna de las áreas de estudio. 
 
          HIPOCAMPO             CORTEZA FRONTAL 
Figura 27. Efecto de la inhibición de TDO sobre la neurotoxicidad inducida por 
MDMA en hipocampo y corteza frontal. Se muestran los autorradiogramas representativos 
y la cuantificación de la fijación de [3H]citalopram en hipocampo y corteza frontal de ratas 
tratadas con MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) y 680C91 (10 mg/kg; i.p.) analizada 7 días después 
de la administración de los compuestos. Barra = 2 mm. Los resultados se representan como 
la media ± EEM (n=6). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía 
seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como 
***p<0,001 respecto vehículo; #p<0,05 y ##p<0,01 respecto a MDMA.  
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2.1.3 Efecto de la inhibición de TDO sobre la hipertermia producida por 
MDMA 
Debido a que la hipertermia generada por MDMA a corto plazo participa en el 
mecanismo de neurotoxicidad, se realizaron mediciones de la temperatura rectal de 
los grupos experimentales durante las primeras horas del experimento.  
El ANOVA de dos vías reveló un efecto significativo del factor tiempo (F2,40 = 
48,70; p<0,001) pero no del tratamiento (F3,20= 3,03; p=0,0532) en las medidas 
basales de temperatura rectal. En el resto de medidas determinadas tras la inyección 
de MDMA, el análisis mostró un efecto significativo del tratamiento (F3,20= 84,16; 
p<0,001), tiempo (F6,120= 63,63; p<0,001) y la interacción entre ambos factores 
(F18,120=6,55; p<0,001). El post-test Bonferroni mostró un aumento de la temperatura 
rectal correspondiente a los animales que fueron administrados con MDMA. Sin 
embargo, el tratamiento con el inhibidor 680C91 no modificó el efecto hipertérmico 
inducido por MDMA (figura 28). 
2.2 Efecto de la administración de una dosis de L-kinurenina sobre los cambios 
inducidos por MDMA  
Con el fin de elucidar si la kinurenina participa en el mecanismo de neurotoxicidad 
inducida por MDMA, previamente a la inyección de la droga, se administró una 
dosis exógena de L-kinurenina (100 mg/kg) junto con probenecid (50 mg/kg) por vía 
intraperitoneal [213]. El probenecid tiene como objetivo el bloqueo de los 
transportadores OAT presentes en la BHE lo que dificulta la salida de los metabolitos 




Figura 28. Efecto de la inhibición de TDO sobre la hipertermia producida por MDMA. 
Se muestran las curvas de las temperaturas rectales obtenidas de cada uno de los grupos 
experimentales a diferentes tiempos. Las flechas indican el momento de la administración de 
680C91 (gris; 10 mg/kg; i.p.) y de MDMA (negra; 12,5 mg/kg; i.p.). Los resultados se 
representan como la media ± EEM (n=6). El análisis estadístico se realizó empleando el 
ANOVA de dos vías seguido del test post-hoc de Bonferoni.  
2.2.1 Efecto de la administración de una dosis de L-kinurenina sobre la 
neurotoxicidad inducida por MDMA 
El ANOVA de una vía mostró un efecto de los diferentes tratamientos sobre la 
densidad de los SERT (figura 29) entre los grupos experimentales en hipocampo 
(F6,62=58,98; p<0,0001) y en corteza frontal (F4,51=37,82; p<0,0001). El análisis 
mediante el test de Newman-Keuls reveló que el tratamiento con L-kinurenina y 
probenecid previno parcialmente la neurotoxicidad inducida por MDMA tanto en 
hipocampo como en corteza frontal 7 días después de la administración de los 
compuestos (29% y 14% de incremento de la densidad de los SERT vs. MDMA, 
respectivamente). Sin embargo, no se observó un efecto sobre la neurotoxicidad 
producida por la droga en aquellos animales que recibieron probenecid o L-
kinurenina de forma independiente en ninguna de las áreas cerebrales de estudio. 
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2.2.2 Efecto de la administración de L-kinurenina y probenecid sobre la 
hipertermia producida por MDMA 
Se realizaron mediciones de la temperatura rectal de los grupos experimentales 
durante las primeras horas del experimento con el fin de comprobar si los 
compuestos administrados alteraban la hipertermia manifestada tras la inyección de 
MDMA.  
 
             HIPOCAMPO                  CORTEZA FRONTAL 
 
Figura 29. Efecto de la administración de una dosis de L-kinurenina y probenecid 
sobre la neurotoxicidad inducida por MDMA en hipocampo y corteza frontal. Se 
muestran los autorradiogramas representativos y la cuantificación de la fijación de 
[3H]citalopram en hipocampo y corteza frontal de ratas tratadas con MDMA (12,5 mg/kg; 
i.p.), L-kinurenina (100 mg/kg; i.p.) y probenecid (50 mg/kg; i.p.) analizada 7 días después 
de la administración de los compuestos. Barra = 2 mm. Los resultados se representan como 
la media ± EEM (n=5-20). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una 
vía seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran 
como ***p<0,001 respecto vehículo; #p<0,001 y ###p<0,001 respecto a MDMA. 
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El ANOVA de dos vías reveló un efecto significativo del factor tiempo (F2,42 = 
15,61; p<0,0001) pero no del tratamiento (F3,21= 0,34; p=0,7963) en las medidas 
basales de temperatura rectal. En el resto de medidas determinadas tras la inyección 
de MDMA, el análisis mostró un efecto significativo del tratamiento (F3,21= 76,87; 
p<0,0001), tiempo (F6,126= 9,92; p<0,0001) y la interacción entre ambos factores 
(F18,126=6,54; p<0,0001). El post-test Bonferroni mostró un aumento de la 
temperatura rectal correspondiente a los animales que fueron administrados con 
MDMA. Sin embargo, el análisis post-test no mostró un efecto de los tratamientos 
sobre la hipertermia inducida por MDMA (figura 30).  
 
Figura 30. Efecto de la administración de una dosis de L-kinurenina y probenecid 
sobre la hipertermia producida por MDMA. Se muestran las curvas de las temperaturas 
rectales obtenidas de cada uno de los grupos experimentales a diferentes tiempos. Las 
flechas indican el momento de la administración de los compuestos L-kinurenina y 
probenecid (gris; KYN: 100 mg/kg y PRO: 50 mg/kg; i.p.) y MDMA (negra; 12,5 mg/kg; 
i.p.). Los resultados se representan como la media ± EEM (n=6-7). El análisis estadístico se 
realizó empleando el ANOVA de dos vías seguido del test post-hoc de Bonferroni. 
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2.3 Efecto de la inhibición de IDO-1 en los cambios inducidos por MDMA 
Para estudiar si la IDO-1 está involucrada en las alteraciones que produce MDMA 
sobre la vía de kinurenina (figura 31), se utilizó el inhibidor específico INCB-024360 
[305] el cual fue administrado intraperitonealmente 1 h antes de la inyección de 
MDMA.  
 
Figura 31. Representación esquemática de la acción del inhibidor INCB-024360 sobre 
la vía de kinurenina. Se muestra el efecto inhibidor de INCB-024360 sobre la enzima IDO 
responsable de la transformación del TRP en KYN. Indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO); 
kinurenina aminotransferasa (KAT); kinurenina monooxigenasa (KMO); triptófano 2,3 
dioxigenasa (TDO). 
2.3.1 Efecto de la inhibición de IDO-1 sobre los niveles de TRP y KYN 
observados tras la administración de MDMA 
Se analizaron las concentraciones de TRP y KYN resultantes de la coadministración 
del inhibidor INCB-024360 y MDMA en hipocampo y plasma, 6 h después de la 
inyección de la droga. 
El ANOVA de una vía reveló diferencias significativas en las concentraciones de 
TRP y KYN tras la administración de ambos tratamientos (figura 32) tanto a nivel 
central (TRP: F3,20=6,52; p=0,003 y KYN: F3,17=8,28; p=0,0013) como a nivel 
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periférico (KYN: F3,19=10,54; p=0,0003). Sin embargo, el test de comparación 
múltiple indicó que el tratamiento con el inhibidor de la IDO-1 previo a la 
administración de MDMA no modificó los niveles de TRP y KYN observados tras la 
administración de la droga.   
              HIPOCAMPO            PLASMA 
Figura 32. Efecto de la inhibición de IDO-1 sobre las concentraciones de TRP y KYN 
observadas en hipocampo y plasma 6 h después de la administración de MDMA. Se 
muestran las concentraciones de (A) TRP y (B) KYN en hipocampo y plasma de ratas 
tratadas con MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) e INCB-024360 (INCB; 50 mg/kg; i.p.) analizadas 6 
h después de la administración de la droga. Los resultados se representan como la media ± 
EEM (n=5-6). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía seguido del 
test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como *p<0,05; 
**p<0,01 y ***p<0,001 respecto al vehículo. 
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Se ha observado que un estímulo proinflamatorio inducido por LPS es capaz de 
incrementar la expresión de IDO-1 [173]. Por ello, como comprobación de la 
efectividad de INCB-024360 utilizando este protocolo de administración, se empleó 
un modelo de inflamación a través del tratamiento con LPS (2 mg/kg). Los animales 
fueron tratados 24 h después de la administración de LPS con una dosis del inhibidor 
INCB-024360 (50 mg/kg) y sacrificados 7 h después con el fin de analizar las 
concentraciones de TRP y KYN en hipocampo. El ANOVA de una vía reveló 
diferencias significativas de las concentraciones de TRP y KYN entre los grupos 
experimentales en hipocampo (tabla 6; TRP: F2,14=5,18; p=0,0208 y KYN: 
F2,15=6,10; p=0,0115). El análisis post-hoc indicó que el tratamiento con el inhibidor 
de IDO-1 no modificó el aumento de la concentración de TRP inducido por LPS, sin 
embargo, sí previno el incremento de KYN observado en estos mismos animales 
(56% de disminución vs. vehículo). 
 Vehículo LPS LPS+INCB 
TRP 
(nmol/mg tejido) 
23,91 31,57* 30,64* 
KYN 
(pmol/mg tejido) 
368,8 675,8** 470,4# 
Tabla 6. Efecto de la inhibición de IDO-1 sobre los cambios observados en las 
concentraciones de TRP y KYN en hipocampo tras la administración de LPS. Se 
muestran las concentraciones de TRP y KYN determinadas en hipocampo de ratas tratadas 
con LPS (2 mg/kg; i.p.) e INCB-024360 (50 mg/kg; i.p.). Los resultados se representan como 
la media ± EEM (n=5-6). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía 
seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como 
*p<0,05 y **p<0,01 respecto a vehículo; #p<0,05 respecto a LPS.  
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2.3.2 Efecto de la inhibición de IDO-1 sobre la hipertermia producida por 
MDMA 
Durante el desarrollo del experimento, se monitorizó la temperatura rectal de los 
grupos experimentales.  
El ANOVA de dos vías no reveló un efecto significativo del factor tiempo (F2,40 = 
1,20; p=0,3130) ni del tratamiento (F3,20= 1,16; p=0,3484) en las medidas basales de 
temperatura rectal. En el resto de medidas determinadas tras la inyección de MDMA, 
el análisis mostró un efecto significativo del tratamiento (F3,20= 93,31; p<0,0001), 
tiempo (F6,120= 60,16; p<0,0001) pero no de la interacción entre ambos factores 
(F18,120=1,31; p=0,1922). El post-test Bonferroni mostró un aumento de la 
temperatura rectal correspondiente a los animales que fueron administrados con 
MDMA. Sin embargo, el tratamiento con el inhibidor INCB-024360 no alteró la 
hipertermia inducida por MDMA a ninguno de los tiempos analizados (figura 33).  
 
Figura 33. Efecto de la inhibición de IDO-1 sobre la hipertermia producida por 
MDMA. Se muestran las curvas de las temperaturas rectales obtenidas de cada uno de los 
grupos experimentales a diferentes tiempos. Las flechas indican el momento de la 
administración de INCB-024360 (gris; INCB; 50 mg/kg; i.p.) y de MDMA (negro; 12,5 
mg/kg; i.p.). Los resultados se representan como la media ± EEM (n=6). El análisis 




2.4 Efecto de la inhibición de KMO y KAT II en los cambios inducidos por 
MDMA 
Con el fin de dilucidar si ambas enzimas participan en la neurotoxicidad inducida por 
MDMA, se utilizaron los inhibidores específicos de las enzimas KMO y KAT II, Ro 
61-8048 y PF-04859989, respectivamente [306, 307]. Ambos fueron administrados 
intraperitonealmente 1 h antes de la inyección de la droga (figura 34).  
 
Figura 34. Representación esquemática de la acción de los inhibidores Ro 61-8048 y 
PF-04859989 sobre la vía de kinurenina. Se muestra el efecto inhibidor de los compuestos 
Ro 61-8048 y PF-04859989 sobre las enzimas KMO y KAT II responsables de la 
metabolización de KYN. Indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO); kinurenina aminotransferasa 
(KAT); kinurenina monooxigenasa (KMO); triptófano 2,3 dioxigenasa (TDO). 
2.4.1 Efecto de la inhibición de KMO y KAT II sobre la concentración de KYN 
observada tras la administración de MDMA 
En primer lugar, se analizó la concentración de KYN en hipocampo y plasma tras la 
coadministración del inhibidor Ro 61-8048 y de MDMA, 3 h después de la inyección 
de la droga. 
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El análisis, mediante el ANOVA de una vía, de las concentraciones de KYN (figura 
35 A) reveló diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales tanto 
en hipocampo (F3,16=35,75; p?0,0001) como en plasma (F3,14=30,50; p?0,0001). El 
test de comparaciones múltiples indicó que la administración del inhibidor de KMO 
potenció el incremento de los niveles de KYN inducido por MDMA tanto en 
hipocampo como en plasma (1266% y 473% de incremento vs. MDMA, 
respectivamente). Además, el grupo experimental que recibió únicamente el 
inhibidor de KMO mostró igualmente un aumento de las concentraciones de KYN 
respecto al grupo vehículo tanto a nivel central (866%) como periférico (562%). 
A continuación, se determinaron las concentraciones de KYN utilizando el inhibidor 
específico de la isoforma KAT II, PF-04859989.  
El ANOVA de una vía mostró cambios estadísticamente significativos en las 
concentraciones de KYN (figura 35 B) en los grupos experimentales tanto en 
hipocampo (F3,14=21,53; p?0,0001) como en plasma (F3,16=9,92; p=0,0006). El post-
hoc mostró que PF-04859989 potenció el aumento de las concentraciones de KYN 
en hipocampo causado por la administración de MDMA (59% de incremento vs. 
MDMA), sin embargo, este efecto no fue observado a nivel periférico.  
2.4.2 Efecto de la inhibición de KMO y KAT II sobre la neurotoxicidad inducida 
por MDMA 
Para determinar si las enzimas KMO y KAT II participaban en la neurotoxicidad 
producida por MDMA a largo plazo, se analizó la densidad de los SERT a través de 
la técnica de autorradiografía utilizando un marcaje radiactivo. El ANOVA de una 
vía mostró un efecto estadísticamente significativo de los diferentes tratamientos 
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utilizados sobre la densidad de los SERT (figura 36) tanto en hipocampo (F3,16=50; 
p?0,0001) como en corteza frontal (F3,17=8,3; p=0,0013). El análisis mediante el test 
de Newman-Keuls reveló que ninguno de los dos inhibidores empleados modificaba 
la neurotoxicidad inducida por MDMA en las áreas de estudio 7 días después de la 
administración de los compuestos.  
              HIPOCAMPO       PLASMA 
Figura 35. Efecto de la inhibición de KMO y KAT II sobre las concentraciones de KYN 
observadas en hipocampo y plasma 3 h después de la administración de MDMA. Se 
muestran las concentraciones de KYN en hipocampo y plasma de ratas tratadas con MDMA 
(12,5 mg/kg; i.p.) y con los compuestos (A) Ro 61-8048 (Ro, 100 mg/kg; i.p.) y (B) PF-
04859989 (PF, 32 mg/kg; i.p.) analizadas 3 h después de la administración de la droga. Los 
resultados se representan como la media ± EEM (n=4-6). El análisis estadístico se realizó 
empleando el ANOVA de una vía seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las 
diferencias significativas se muestran como **p<0,01 y ***p<0,001 respecto a vehículo; 




             HIPOCAMPO         CORTEZA FRONTAL 
 
Figura 36. Efecto de la inhibición de KMO y KAT II sobre la neurotoxicidad inducida 
por MDMA en hipocampo y corteza frontal. Se muestran los autorradiogramas 
representativos y la cuantificación de la fijación de [3H]citalopram en hipocampo y corteza 
frontal de ratas tratadas con MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) y con los compuestos Ro 61-8048 
(Ro; 100 mg/kg; i.p.) y PF-04859989 (PF; 32 mg/kg; i.p.) analizada 7 días después de la 
administración de la droga. Barra = 2 mm. Los resultados se representan como la media ± 
EEM (n=5-6). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía seguido del 
test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como **p<0,01 y 
***p<0,001 respecto al vehículo. 
2.4.3 Efecto de los inhibidores de KMO y KAT II sobre la hipertermia 
producida por MDMA 
Durante la realización del experimento se recogieron las medidas de la temperatura 
rectal de los animales con el objetivo de evidenciar si los compuestos administrados 
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modificaban la hipertermia inducida MDMA.  
El ANOVA de dos vías no mostró un efecto de los factores tiempo (F2,30 = 4,16; 
p=0,0255) ni tratamiento (F2,15= 1,10; p=0,3593) en las medidas basales de 
temperatura rectal. En el resto de medidas determinadas tras la inyección de MDMA, 
el análisis mostró un efecto significativo del tratamiento (F3,19= 78,62; p<0,0001), 
tiempo (F5,95= 25,19; p<0,0001) y la interacción entre ambos factores (F15,95=2,71; 
p=0,0018). El post-test Bonferroni mostró un aumento de la temperatura rectal 
correspondiente a los animales que fueron administrados con MDMA. Sin embargo, 
el tratamiento con los dos inhibidores no indujo un efecto sobre la hipertermia 
característica de MDMA (figura 37). 
 
Figura 37. Efecto de la inhibición de KMO y KAT II sobre la hipertermia producida 
por MDMA. Se muestran las curvas de las temperaturas rectales obtenidas de cada uno de 
los grupos experimentales a diferentes tiempos. Las flechas indican el momento de la 
administración de los compuestos Ro 61-8048 o PF-04859989 (gris; Ro: 100 mg/kg y PF: 32 
mg/kg; i.p.), y MDMA (negra; 12,5 mg/kg; i.p.). Los resultados se representan como la 
media ± EEM (n=6). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de dos vías 
seguido del test post-hoc de Bonferroni. 
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3. Papel de los receptores de hidrocarburos de arilo (AhR) en los 
cambios producidos por la administración de MDMA 
La proteína AhR es un receptor citoplasmático que, tras la unión de su ligando, 
puede traslocarse al núcleo celular promoviendo así la expresión de proteínas que 
participan en el metabolismo de sustancias, y en mecanismos de inflamación y de 
estrés oxidativo [16, 229, 275]. Uno de los ligandos endógenos con mayor afinidad 
por AhR es la KYN, capaz de modular la respuesta tisular a través de este receptor 
[14, 15]. 
Con el fin de determinar el efecto de la administración de MDMA sobre la actividad 
y expresión de AhR, y su posible participación en la neurotoxicidad inducida por la 
droga, se empleó un antagonista puro de este receptor, el CH-223191, capaz de 
impedir la entrada al núcleo celular de AhR [308]. 
3.1 Efecto de MDMA sobre la actividad y expresión de AhR  
La actividad y expresión del receptor se determinó en hipocampo por ser ésta la 
región cerebral que manifiesta mayor daño neurotóxico inducido por la droga [95]. 
La actividad de AhR se analizó 1 y 3 h después de la administración de MDMA a 
través del estudio de su traslocación al núcleo. Para ello, se determinó la expresión 
de AhR en las fracciones nucleares y citoplasmáticas del hipocampo y, 
seguidamente, se calculó la ratio de las densitometrías resultantes del análisis de la 
expresión del receptor en ambos extractos subcelulares.  
El ANOVA de una vía mostró un efecto significativo de MDMA sobre la ratio de 
traslocación de AhR (figura 38; F2,13=8,86; p=0,0037). El análisis de Newman-Keuls 
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reveló un incremento de la traslocación 1 y 3 h después de la administración de la 
droga (82% y 128% vs. vehículo, respectivamente).  
Para confirmar que el incremento de la traslocación de AhR al núcleo se estaba 
traduciendo en un efecto sobre su actividad transcripcional, se analizó la expresión 
de ARNm de CYP1B1, uno de los genes cuya expresión está regulada por el 
receptor, 6 h después de la administración de MDMA utilizando la técnica de qPCR.  
 
 
Figura 38. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la actividad de AhR en 
hipocampo. Se muestran imágenes representativas y el histograma de la ratio núcleo-
citoplasma (N/C) calculada a partir de las densitometrías resultantes del análisis de la 
expresión de AhR en ambas fracciones subcelulares procedentes de hipocampo obtenido 1 y 
3 h después de la administración intraperitoneal de MDMA. Se muestra el marcador nuclear 
HDAC-1 para comprobar la correcta separación de ambos extractos. Como control de carga 
se utilizó la expresión de HDAC-1 en extractos nucleares y de ?-actina en extractos 
citoplasmáticos. Los resultados se representan como porcentaje respecto a vehículo y se 
expresan como la media ± EEM (n=5-6). El análisis estadístico se realizó empleando el 
ANOVA de una vía seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias 
significativas se muestran como *p<0,05 y **p<0,01 respecto al vehículo. 
La t de Student indicó un efecto estadísticamente significativo del tratamiento sobre 
los niveles de ARNm de CYP1B1 en hipocampo (figura 39; t1,7=2,73; p=0,0295). En 
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concreto, el análisis reveló un incremento de la expresión del ARNm de CYP1B1 
inducido por la administración de MDMA (40% vs. vehículo). 
 
Figura 39. Efecto de una dosis neurotóxica de 
MDMA sobre la expresión del ARNm de 
CYP1B1 en hipocampo. Se muestra la 
cuantificación de los niveles de ARNm de 
CYP1B1 en tejido hipocampal obtenido 6 h 
después de la administración intraperitoneal de 
MDMA (12,5 mg/kg). Se empleó la media de los 
niveles de ARNm de GAPDH y 18S como 
control endógeno. Los resultados se 
normalizaron respecto al vehículo y se muestran 
como la media ± EEM (n=4-5). El análisis 
estadístico se realizó empleando una t de 
Student. Las diferencias significativas se 
representan como *p<0,05 respecto al vehículo. 
La regulación de la actividad transcripcional de AhR depende no solo de la unión de 
un ligando al receptor, sino también de la formación de un heterodímero con el factor 
de transcripción ARNT en el núcleo celular. La formación de este complejo 
transcripcionalmente activo media en la regulación de la expresión de diferentes 
genes. Por ello, se analizó la expresión de ARNT presente en hipocampo 3 h después 
de la inyección de MDMA. Además, se determinaron los niveles proteicos de AhR 
en estos mismos homogenados con el objetivo de estudiar el efecto de MDMA sobre 
la expresión total del receptor.  
La t de Student mostró un efecto estadísticamente significativo (figura 40 A; 
t1,10=2,92; p=0,0154) que se manifestó como un incremento de los niveles de 
expresión de AhR (27% vs. vehículo) tras la administración de MDMA. Sin 
embargo, no se observaron diferencias en los niveles totales de ARNT tras la 
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inyección de la droga (figura 40 B; t1,10=0,79; p=0,4488). 
 
Figura 40. Efecto de una dosis neurotóxica de MDMA sobre la expresión de AhR y 
ARNT en hipocampo. Se muestran imágenes representativas y el análisis densitométrico de 
la expresión de las proteínas (A) AhR y (B) ARNT en lisados totales de tejido hipocampal 
obtenido 3 h después de la administración intraperitoneal de MDMA (12,5 mg/kg). Como 
control de carga se utilizó la expresión de ?-actina. Los resultados se representan como 
porcentaje respecto al vehículo y se expresan como la media ± EEM (n=6). El análisis 
estadístico se realizó empleando una t de Student. Las diferencias significativas se muestran 
como *p<0,05 respecto al vehículo. 
3.2 Efecto del antagonismo de AhR sobre los cambios inducidos por MDMA
Con el objetivo de analizar el papel de AhR en los efectos producidos por MDMA se 
empleó un antagonista específico del receptor, el CH-223191, el cual fue 
administrado intraperitonealmente 12 h antes, media hora antes y 30 minutos después 
de la inyección de MDMA.  
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3.2.1 Efecto del antagonismo de AhR sobre la actividad del receptor inducida 
por MDMA  
Para comprobar si los cambios observados en la actividad de AhR tras la 
administración de MDMA estaban mediados por la presencia de un ligando, se 
analizó el efecto de CH-223191 sobre la traslocación del receptor al núcleo celular. 
A partir de la determinación de la expresión de AhR en extractos nucleares y 
citoplasmáticos, se obtuvo la ratio de traslocación nuclear del receptor 3 h después de 
la administración de MDMA.  
El ANOVA de una vía mostró cambios significativos entre los grupos 
experimentales analizados (figura 41; F3,18=18,89; p?0,0001). El análisis post-hoc 
reveló que el tratamiento con el antagonista de AhR previno su traslocación nuclear 
inducida por MDMA a las 3 h (87% de disminución de la ratio núcleo-citoplasma vs. 
MDMA).  
3.2.2 Efecto del antagonismo de AhR en la neurotoxicidad producida por 
MDMA  
Para estudiar si la actividad de AhR estaba implicada en la neurotoxicidad producida 
por MDMA, se determinó la presencia de los SERT en hipocampo y corteza frontal 
mediante la técnica de autorradiografía.  
El ANOVA de una vía reveló un efecto estadísticamente significativo de los 
diferentes tratamientos utilizados sobre la densidad de los SERT (figura 42) tanto en 
hipocampo (F3,19=26,31; p?0,0001) como en corteza frontal (F3,19=19,19; p?0,0001). 
El análisis de Newman-Keuls mostró que la administración del antagonista de los 
AhR potenció la neurotoxicidad inducida por MDMA tanto en hipocampo como en 
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corteza frontal 7 días después de la administración de los compuestos (28% y 19% de 
disminución de la densidad de los SERT vs. MDMA, respectivamente). Sin embargo, 
el grupo control tratado con el antagonista de AhR no mostró cambios en la densidad 
de los SERT al compararlo con el grupo vehículo en ninguna de las áreas de estudio. 
Figura 41. Efecto del antagonismo de AhR sobre los cambios observados en la actividad 
del receptor en hipocampo 3 h después de la administración de MDMA. Se muestran 
imágenes representativas y el histograma de la ratio núcleo-citoplasma (N/C) calculada a 
partir de las densitometrías resultantes del análisis de la expresión de AhR en ambas 
fracciones subcelulares de hipocampo tras el tratamiento con MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) y 
CH-223191 (CH; 10 mg/kg; i.p.) 3 h después de la administración de la droga. Se muestra el 
marcador nuclear HDAC-1 para comprobar la correcta separación de ambos extractos. Como 
control de carga se utilizó la expresión de HDAC-1 en extractos nucleares y de ?-actina en 
extractos citoplasmáticos. Los valores se representan como porcentaje respecto vehículo y se 
expresan como la media ± EEM (n=5-6). El análisis estadístico se realizó empleando el 
ANOVA de una vía seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias 
significativas se muestran como *p<0,05 y ***p<0,001 respecto a vehículo; ##p<0,01 respecto 




          HIPOCAMPO           CORTEZA FRONTAL 
 
Figura 42. Efecto del antagonismo de AhR sobre la neurotoxicidad inducida por 
MDMA en hipocampo y corteza frontal. Se muestran los autorradiogramas representativos 
y la cuantificación de la fijación de [3H]citalopram en hipocampo y corteza frontal de ratas 
tratadas con MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) y CH-223191 (CH; 10 mg/kg; i.p.) analizada 7 días 
después de la administración de los compuestos. Barra = 2 mm. Los resultados se
representan como la media ± EEM (n=5-6). El análisis estadístico se realizó empleando el 
ANOVA de una vía seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias 
significativas se muestran como **p<0,01 y ***p<0,001 respecto a vehículo; #p<0,001 
respecto a MDMA. 
3.2.3 Efecto del antagonismo de AhR sobre la hipertermia que produce MDMA 
Durante la realización del experimento se recogieron las medidas de la temperatura 
rectal de los animales con el objetivo de determinar si CH-223191 modificaba la 
hipertermia inducida por MDMA.  
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El ANOVA de dos vías mostró un efecto del factor tiempo (F2,40 = 30,82; p<0,0001) 
pero no del tratamiento (F3,20= 2,83; p=0,0643) en las medidas basales de 
temperatura rectal. En el resto de medidas determinadas tras la inyección de MDMA, 
el análisis mostró un efecto significativo del tratamiento (F3,20= 129,48; p<0,0001), 
tiempo (F6,120= 50,22; p<0,0001) y la interacción entre ambos factores (F18,120=9,6; 
p<0,0001). El post-test Bonferroni reveló un incremento de la hipertermia inducida 
por MDMA tras el tratamiento con el antagonista de AhR, 4 h después de la 
inyección con la droga. Así mismo, también se observó un aumento de la 
temperatura a las 4 y 5 h en el grupo control del antagonista en comparación con el 
vehículo (figura 43).  
 
Figura 43. Efecto del antagonismo de AhR sobre la hipertermia producida por MDMA. 
Se muestran las curvas de las temperaturas rectales obtenidas de cada uno de los grupos 
experimentales a diferentes tiempos. Las flechas indican el momento de la administración de 
CH-223191 (gris; CH: 10 mg/kg; i.p.) y de MDMA (negra; 12,5 mg/kg; i.p.). Los resultados 
se representan como la media ± EEM (n=6). El análisis estadístico se realizó empleando el 
ANOVA de dos vías seguido del test post-hoc de Bonferroni. 
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4. Efecto de la administración del DIM sobre los cambios inducidos 
por MDMA 
El DIM es un agonista de AhR con baja afinidad por el receptor [317-319] y que ha 
sido utilizado como tratamiento en múltiples enfermedades relacionadas con 
fenómenos de inflamación y de estrés oxidativo [268, 320]. Para determinar el efecto 
de este modulador sobre los cambios producidos por MDMA, se administró una 
única dosis de DIM (250 mg/kg) [309] por vía oral 1 h antes de la inyección de la 
droga.  
4.1 Efecto de la administración de DIM sobre la neurotoxicidad producida por 
MDMA  
Para analizar el efecto de DIM sobre la neurotoxicidad inducida por MDMA 7 días 
después de su administración se determinó la densidad de los SERT en hipocampo y 
corteza frontal mediante la técnica de autorradiografía. 
El ANOVA de una vía mostró cambios estadísticamente significativos de la densidad 
de los SERT (figura 44) entre los diferentes tratamientos utilizados en hipocampo 
(F3,37=24; p?0,0001) y en corteza frontal (F3,39=40; p?0,0001). El test de Newman-
Keuls reveló que la administración de DIM prevenía parcialmente la neurotoxicidad 
inducida por MDMA tanto en hipocampo como en corteza frontal 7 días después de 
la administración de los compuestos (24% y 19% de incremento de la densidad de 
los SERT vs. MDMA, respectivamente). Sin embargo, el grupo control tratado con 
DIM no mostró cambios en la densidad de los SERT al compararlo con el grupo 




           HIPOCAMPO       CORTEZA FRONTAL 
 
Figura 44. Efecto de la administración de DIM sobre la neurotoxicidad inducida por 
MDMA en hipocampo y corteza frontal. Se muestran los autorradiogramas representativos 
y la cuantificación de la fijación de [3H]citalopram en hipocampo y corteza frontal de ratas 
tratadas con MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) y DIM (250 mg/kg; v.o.) analizada 7 días después de 
la administración de los compuestos. Barra = 2 mm. Los resultados se representan como la 
media ± EEM (n=6-13). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía 
seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como 
***p<0,001 respecto a vehículo; ##p<0,01 y ###p<0,001 respecto a MDMA. 
4.2 Efecto de la administración de DIM sobre el estrés oxidativo producido por 
MDMA a corto plazo 
Uno de los principales mecanismos por el cual MDMA produce neurotoxicidad 
serotoninérgica es a través de la formación de radicales libres [102]. Con el fin de 
dilucidar el impacto del tratamiento con DIM sobre los procesos de estrés oxidativo 
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inducidos por la administración de la droga, se analizó la expresión de las proteínas 
inducibles en presencia de radicales libres, catalasa y HO-1.  
El análisis de la expresión de catalasa mediante el ANOVA de una vía indicó un 
efecto estadísticamente significativo 3 h después de la administración de MDMA o 
vehículo (figura 45 A; F3,19=20,13; p<0,0001). El post-hoc reveló un incremento de 
los niveles de catalasa tras la administración de MDMA (35% vs. vehículo) que fue 
prevenido al tratar a los animales con DIM previamente a la inyección de la droga 
(43% de disminución vs. MDMA 3 h). Sin embargo, no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas en la expresión de esta proteína tras 6 h desde la 
administración de MDMA o vehículo (figura 45 B; F3,19=0,7983; p=0,5100).  
Además, se analizó el contenido total de la enzima HO-1, la cual presenta un papel 
protector frente a fenómenos de estrés oxidativo. El ANOVA de una vía mostró un 
efecto estadísticamente significativo sobre los grupos analizados 3 h (figura 46 A; 
F3,22=6,23; p=0,0032) y 6 h (figura 46 B; F3,15=4,75; p=0,016) después del 
tratamiento con MDMA o vehículo. El test de Newman-Keuls reveló un incremento 
de los niveles de HO-1 3 h después de la administración de MDMA (35% vs. 
vehículo) que fue parcialmente revertido en aquellos animales que fueron tratados 
con DIM previamente a la administración de la droga (28% de disminución vs. 
MDMA 3 h). El análisis de los datos con el mismo post-test estadístico mostró un 
efecto similar sobre la expresión de HO-1 6 h después de la administración con 
MDMA (101% de aumento vs. vehículo) y tras el pretratamiento con DIM (66% de 
disminución vs. MDMA 6 h).  
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Figura 45. Efecto de la administración de MDMA y de DIM sobre la expresión de la 
enzima catalasa en hipocampo. Se muestran bandas representativas y el análisis 
densitométrico de la expresión de la proteína catalasa en los hipocampos de ratas tratadas 
con MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) y DIM (250 mg/kg; v.o.) obtenidos (A) 3 h y (B) 6 h después 
de la administración de la droga. Como control de carga se utilizó la expresión de ?-actina. 
Los resultados se representan como porcentaje respecto a vehículo y se expresan como la 
media ± EEM (n=5-6). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía 
seguido del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como 
***p<0,001 respecto a vehículo; ###p<0,001 respecto a MDMA 3 h. 
4.3 Efecto de la administración de DIM sobre la hipertermia producida por 
MDMA  
Con el fin de determinar si la administración de DIM modificaba la hipertermia 
inducida por MDMA, se recogieron las medidas de la temperatura rectal para cada 




Figura 46. Efecto de la administración de MDMA y DIM sobre la expresión de la 
enzima HO-1 en hipocampo. Se muestran bandas representativas y el análisis 
densitométrico de la expresión de la proteína HO-1 en los hipocampos de ratas tratadas con 
MDMA (12,5 mg/kg; i.p.) y DIM (250 mg/kg; v.o.) obtenidos (A) 3 h y (B) 6 h después de 
la administración de la droga. Como control de carga se utilizó la expresión de ?-actina. Los 
resultados se representan como porcentaje respecto a vehículo y se expresan como la media 
± EEM (n=4-6). El análisis estadístico se realizó empleando el ANOVA de una vía seguido 
del test post-hoc de Newman-Keuls. Las diferencias significativas se muestran como *p<0,05 
y **p<0,01 respecto a vehículo; #p<0,05 respecto a MDMA. 
El ANOVA de dos vías mostró un efecto significativo del factor tiempo (F3,22 = 6,75; 
p=0,0028) pero no del tratamiento (F3,20= 0,8; p=0,5051) en las medidas basales de 
temperatura rectal. En el resto de medidas determinadas tras la inyección de MDMA, 
el análisis mostró un efecto significativo del tratamiento (F3,22= 61,18; p<0,0001), 
tiempo (F6,132= 59,27; p<0,0001) y la interacción entre ambos factores (F18,132=7,41; 
p<0,0001). El post-test Bonferroni mostró un aumento de la temperatura rectal 
correspondiente a los animales que fueron administrados con MDMA. Sin embargo, 
el tratamiento con DIM no produjo cambios sobre la hipertermia inducida por 
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MDMA. Además, el grupo control que recibió DIM mostró un incremento de la 
temperatura rectal a las 5 y 6 h en comparación con el vehículo (figura 47). 
 
Figura 47. Efecto de la administración de DIM sobre la hipertermia producida por 
MDMA. Se muestran las curvas de las temperaturas rectales obtenidas de cada uno de los 
grupos experimentales a diferentes tiempos. Las flechas indican el momento de la 
administración de DIM (gris; 250 mg/kg; v.o.) y MDMA (negra; 12,5 mg/kg; i.p.). Los 
resultados se representan como la media ± EEM (n=6-7). El análisis estadístico se realizó 







MDMA es un derivado anfetamínico con actividad psicotropa que afecta 
principalmente al sistema serotoninérgico [1]. Numerosos trabajos realizados en 
distintas cepas de rata han descrito que la administración de dosis neurotóxicas de 
MDMA disminuye la concentración de 5-HT en diferentes áreas cerebrales; en 
concreto, se ha observado una reducción muy marcada de los niveles de este 
neurotransmisor en el hipocampo y la corteza frontal [2-5, 39]. Sin embargo, no 
existen estudios que hayan observado un efecto de MDMA sobre el metabolismo del 
TRP, aminoácido precursor de la síntesis de 5-HT, y de la principal ruta metabólica 
que regula su concentración, la vía de kinurenina. La alteración del correcto 
funcionamiento de esta vía se ha asociado a varias enfermedades neurológicas [10, 
11]. El metabolito mayoritario de la vía, KYN [12], actúa como agonista de los AhR, 
cuya actividad está relacionada con el metabolismo de moléculas y la modulación de 
la respuesta inflamatoria y antioxidante [16, 17]. Por todo ello, el objetivo de este 
estudio fue determinar si la administración de una dosis neurotóxica de MDMA da 
lugar a la activación de la vía de kinurenina promoviendo, a su vez, mecanismos 
neuroprotectores que limiten el daño serotoninérgico que produce la droga mediante 
la activación de los AhR.  
Los resultados observados en este trabajo mostraron un aumento de la concentración 
de KYN a corto plazo a nivel central y periférico tras la inyección de MDMA, 
principalmente como consecuencia de la activación de la enzima TDO hepática. La 
inhibición de la actividad de la TDO potenció el efecto neurotóxico a largo plazo 
inducido por la droga, mientras que la administración de L-kinurenina junto con 
probenecid atenuó el daño serotoninérgico derivado de MDMA. Además, se observó 
un aumento de la actividad transcripcional de los AhR a corto plazo tras el 
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tratamiento con la droga. El bloqueo de la actividad de este receptor mediante un 
antagonista específico potenció la neurotoxicidad producida por MDMA. Por otro 
lado, la administración del agonista de los AhR, DIM, protegió parcialmente de este 
efecto neurotóxico, mediante un mecanismo relacionado con la regulación del estrés 
oxidativo derivado de MDMA. 
1. Implicación de la vía de kinurenina en la neurotoxicidad inducida 
por MDMA  
 El TRP es un aminoácido esencial que participa como precursor en diferentes rutas 
metabólicas claves en el mantenimiento de la homeostasis del organismo [9]. 
Aproximadamente un 1% del TRP disponible es empleado en la producción de 5-HT 
mientras que alrededor de un 95% es metabolizado a través de la vía de kinurenina. 
La importancia de ésta última radica en que posee un papel fundamental en el 
mantenimiento de las concentraciones de TRP dentro de su rango fisiológico [12], 
evitando las alteraciones derivadas tanto de su acumulación como de su déficit [9, 
321, 322]. 
No existen publicaciones que hayan determinado una relación entre el daño 
serotoninérgico producido por MDMA y cambios sobre el TRP, precursor de la 
síntesis de 5-HT, y otros metabolitos derivados de la vía de kinurenina. Por lo tanto, 
inicialmente se evaluó si la administración de una dosis neurotóxica de MDMA 
alteraba los metabolitos de esta vía. Los resultados mostraron un incremento de la 
concentración de TRP tanto en hipocampo como en corteza desde la primera hora 
hasta 3 h después de su administración, manteniéndose ligeramente elevada en la 
corteza frontal 6 h después de la inyección de la droga. En esta misma línea y 
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manifestando una clara relación con los datos de TRP, la concentración de KYN, 
metabolito mayoritario de la vía y precursor del resto de metabolitos minoritarios 
[12], está incrementada 1 h después del tratamiento, alcanzando niveles máximos a 
las 3 y 6 h. Este incremento temprano de los niveles de TRP y KYN observado en 
ambas estructuras cerebrales, cursó de forma paralela con una disminución de la 
concentración de 5-HT en hipocampo y corteza frontal, manteniéndose 7 días 
después de la administración de la MDMA.  
El efecto de MDMA sobre la concentración de este neurotransmisor ha sido 
ampliamente descrito [2-4, 39], asociándose a varios mecanismos que podrían estar 
contribuyendo a esta disminución. Los más destacados son la liberación masiva del 
neurotransmisor al espacio sináptico [323-325], la inversión del sistema de 
recaptación de serotonina [41, 323, 326], y la inhibición inmediata e irreversible de 
la enzima TPH [95, 327, 328], responsable de la síntesis del neurotransmisor [329]. 
El aumento de la concentración del TRP en ambas estructuras cerebrales y su 
consecuente metabolización hacia KYN podría estar relacionado, en parte, con la 
inhibición de la enzima TPH inducida por MDMA [95, 327, 328], sin embargo, la 
proporción de TRP responsable de la síntesis de 5-HT es muy pequeña, por lo que 
otros factores podrían estar participando en los cambios observados en las 
concentraciones de TRP y KYN. En este sentido, tanto el TRP como la KYN son 
capaces de atravesar la BHE [200, 330]. De hecho, se ha propuesto a la vía de la 
kinurenina como un mediador de la comunicación entre órganos [135], de tal forma 
que alteraciones a nivel periférico podrían producir un efecto a nivel central. Por 
todo ello, se determinó la concentración plasmática de TRP y KYN en ratas tratadas 
con MDMA.  
A diferencia de lo que ocurre en cerebro, las concentraciones plasmáticas de TRP no 
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se alteraron de forma significativa a ninguno de los tiempos analizados tras la 
inyección de la droga. Sin embargo, y coincidiendo con los datos obtenidos a nivel 
central, el análisis de la concentración de KYN en plasma evidenció un aumento de 
los valores 1, 3 y 6 h después de la administración de MDMA. Considerando estos 
resultados y, dado que en condiciones fisiológicas un 60% de la KYN presente en el 
SNC procede de la periferia [204], podría ser que el incremento de la concentración 
plasmática de KYN esté contribuyendo al aumento observado de los niveles de este 
metabolito en cerebro.  
En cambio, la relación entre el incremento observado de la concentración de TRP en 
cerebro y los niveles observados en la periferia no es tan evidente. En condiciones 
fisiológicas, gran parte del TRP circulante se encuentra unido a la albúmina, sin 
embargo, únicamente el TRP libre puede ser empleado por los tejidos, formando 
parte de distintas rutas metabólicas [187, 331]. Este equilibrio puede verse alterado 
en presencia de un incremento de los ácidos grasos libres circulantes, los cuales son 
capaces de desplazar al TRP unido a la albúmina [332], aumentando así la 
proporción de aminoácido disponible que puede ser captado por los tejidos [333, 
334]. Un estudio publicado por Sprague et al. [335] demostró que, media hora 
después de su administración, MDMA induce la activación del sistema simpático, 
dando lugar a un incremento de la actividad lipolítica y, como consecuencia, a una 
liberación masiva de ácidos grasos libres al torrente sanguíneo. Es por ello que, este 
aumento de los ácidos grasos libres inducidos por MDMA podría incrementar el TRP 
libre, el cual es capaz de atravesar la BHE [200, 334, 336], contribuyendo así al 
aumento de la concentración de TRP detectado a nivel central. 
En relación con estos resultados, tan sólo existe un trabajo realizado recientemente 
en humanos en el que no se observaron alteraciones significativas en los niveles 
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plasmáticos de TRP y KYN tras la administración de 125 mg de MDMA por vía oral 
[337]. Esta aparente discrepancia en los niveles de KYN puede ser debida a las 
diferencias en la toxicidad de las dosis, la vía de administración o las diferencias 
metabólicas entre especies. La equivalencia y traslacionalidad de las dosis de 
MDMA entre rata y humano ha sido discutida durante años [46, 60]. Así, mientras 
que la dosis de 12,5 mg/kg es neurotóxica para la cepa de rata Dark Agouti empleada 
en esta Tesis, la dosis de 125 mg se considera segura en humanos, empleándose en 
ensayos clínicos en la actualidad con el fin de evaluar el efecto de MDMA en el 
síndrome de estrés postraumático [30, 61, 62].  
Dos de las enzimas más relevantes de la vía de kinurenina son la TDO y la IDO-1, 
las cuales poseen un papel limitante en la actividad de esta ruta metabólica al ser las 
responsables de la formación de KYN a partir del TRP [314, 338]. Ambas enzimas 
están presentes tanto en el SNC como en la periferia [146, 147, 339, 340], y su 
participación en la síntesis de KYN está condicionada por diferentes factores que 
determinan su actividad y expresión [11, 314]. TDO es responsable de la regulación 
de las concentraciones fisiológicas de TRP y se expresa mayoritariamente de forma 
constitutiva en el tejido hepático [341, 342], aunque su actividad y expresión pueden 
verse incrementadas en presencia de un aumento de la concentración de TRP y de 
glucocorticoides [154, 339, 340]. Por otra parte, IDO-1 es una enzima inducible que 
está presente principalmente en las células del sistema inmune, de tal forma que su 
expresión y activación están asociadas a la presencia de un estímulo inflamatorio 
[343]. Teniendo en cuenta el incremento previamente observado de los niveles de 
KYN inducido por MDMA tanto en el SNC como a nivel periférico, a continuación 
se analizó la posible contribución de ambas enzimas en los cambios observados tras 
la administración de la droga. 
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En primer lugar, los datos mostraron que la administración de MDMA no altera la 
expresión de TDO a ninguno de los tiempos analizados ni en hipocampo ni en 
hígado. Sin embargo, al evaluar su actividad enzimática ex vivo, se observó un 
aumento de dicha actividad en el hígado de las ratas sacrificadas 3 y 6 h después de 
la administración de MDMA, reflejada por un aumento de las concentraciones de 
KYN producidas durante el ensayo enzimático. Teniendo en cuenta que la actividad 
de la enzima TDO se induce como consecuencia de un aumento de la concentración 
de su sustrato (TRP) [339], es posible que un incremento de la concentración del 
TRP libre circulante derivado de su desplazamiento de la albúmina, favoreciera una 
mayor captación de este aminoácido no sólo por parte del cerebro sino también por 
parte del hígado [185-187], activando de esta forma la enzima TDO y por tanto a la 
vía de kinurenina.  
Para confirmar la implicación de la TDO en la activación de la vía de kinurenina tras 
la administración de MDMA se empleó el inhibidor específico de la enzima 680C91 
[304]. Este estudio se llevó a cabo 3 h después de la administración de la droga ya 
que es a este tiempo cuando se observaron las concentraciones máximas de KYN en 
hipocampo y en plasma. El tratamiento con el inhibidor previno el incremento de la 
concentración de KYN inducido por la droga tanto a nivel central como periférico. 
Paralelamente, este inhibidor potenció el incremento observado de la concentración 
de TRP en hipocampo de ratas tratadas con MDMA y aumentó de forma significativa 
los niveles plasmáticos del aminoácido. Así mismo, el grupo control del 680C91 
también mostró un aumento de la concentración del aminoácido a nivel central y 
periférico confirmando así la inhibición de la enzima TDO con este tratamiento [304, 
344]. Sin embargo, aunque el grupo control que recibió el inhibidor mostró una 
disminución de los niveles plasmáticos de KYN respecto al vehículo, no se 
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observaron cambios significativos en la región hipocampal. Considerando estos 
datos, es posible que la contribución de la enzima TDO a la producción de KYN sea 
menos relevante a nivel central que en la periferia, donde las concentraciones de 
TDO son cuantitativamente mayores [147, 345, 346]. No obstante, no se puede 
descartar un menor efecto farmacológico del inhibidor de TDO a nivel central ya que 
se desconoce la capacidad del compuesto para atravesar la BHE. En conjunto, estos 
datos indican que la enzima TDO juega un papel clave en el incremento de KYN 
inducido por MDMA, promoviendo la activación de la vía de kinurenina a corto 
plazo.  
Otra de las enzimas capaces de participar en la síntesis de KYN a partir de TRP en 
determinadas circunstancias es IDO [11, 159, 314]. Existen dos isoformas de esta 
proteína, conocidas como IDO-1 e IDO-2 [314]. Dado que IDO-1 posee más afinidad 
por el TRP y contribuye en mayor medida a su metabolización [163, 164], se analizó 
la implicación de esta isoforma en la síntesis de KYN inducida por MDMA. Para 
este fin, se empleó el inhibidor específico de la enzima INCB-024360 [305] y se 
analizaron las concentraciones de TRP y KYN 6 h después de la administración de la 
droga. Se eligió este tiempo debido a que, 6 h después de la inyección de MDMA, la 
concentración de TRP a nivel central disminuye significativamente respecto a los 
valores observados 1 y 3 h después del tratamiento con la droga, evitando así una 
posible interferencia de la actividad enzimática de TDO, la cual depende de la 
concentración de su sustrato. El tratamiento con el inhibidor de IDO-1 no alteró las 
concentraciones de TRP y KYN observadas tras la administración de MDMA ni en 
hipocampo ni en plasma. Además, tampoco se observaron cambios en las 
concentraciones de ambos metabolitos en el grupo control que recibió únicamente el 
inhibidor farmacológico, posiblemente debido a que la actividad de esta isoforma se 
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manifiesta principalmente en condiciones de inflamación y estrés oxidativo [315]. 
Finalmente, con el objetivo de confirmar que el protocolo utilizado en la 
administración del INCB-024360 era capaz de inhibir la IDO-1, se empleó un 
modelo de inflamación desencadenado por la administración de LPS por vía 
intraperitoneal, capaz de inducir un aumento tanto de la expresión de esta enzima 
como de los niveles de KYN [347-349]. La inyección de INCB-024360 atenuó el 
incremento de los niveles de KYN inducido en ratas previamente sometidas a un 
estímulo inflamatorio, confirmando así la eficacia del compuesto [350]. Todos estos 
datos sugieren que la actividad de IDO-1 no está relacionada de forma significativa 
con el incremento de los niveles de KYN inducido a corto plazo tras la 
administración de MDMA. Además, apoyando estos resultados, el análisis de la 
expresión de IDO-1 no reveló cambios a ninguno de los tiempos analizados tras la 
administración de MDMA ni en hipocampo ni en hígado, a pesar de que estudios 
previos han demostrado que MDMA desencadena una respuesta inflamatoria a nivel 
central y periférico aumentando la concentración de citoquinas proinflamatorias [97, 
110, 133, 351], las cuales son capaces de inducir un aumento de la expresión de la 
enzima [168, 169].  
En conjunto, los resultados demuestran que MDMA induce un incremento de la 
concentración de KYN a nivel central y periférico, principalmente, debido al 
aumento de la actividad enzimática de TDO en hígado. Sin embargo, no se puede 
descartar la participación de la enzima TDO presente a nivel central, la cual pudo 
activarse por el incremento de la concentración de TRP inducido tras la 
administración de MDMA tanto en hipocampo como en corteza frontal. 
Con el fin de determinar si los cambios inducidos por MDMA a corto plazo sobre la 
vía de kinurenina, estaban implicados en la neurotoxicidad serotonérgica producida a 
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largo plazo por la droga [39, 102, 352, 353], se abordó el estudio desde dos puntos de 
vista opuestos. Por un lado, se previno el incremento de KYN empleando de nuevo el 
inhibidor 680C91, teniendo en consideración el papel de la TDO observado 
previamente en la activación de la vía tras la administración de MDMA y, por otro 
lado, mediante la administración de forma exógena de este metabolito, potenciando 
así el incremento de KYN inducido por MDMA.  
Varios trabajos han demostrado que la inhibición específica de la actividad de TDO 
ejerce un efecto protector en diferentes modelos de enfermedades neurológicas como 
la esquizofrenia o la enfermedad de Huntington [11, 141, 354]. Sin embargo, 
nuestros resultados mostraron que la inhibición de TDO potenció la neurotoxicidad 
inducida por MDMA 7 días después de la administración de los compuestos. Estos 
datos indican que el bloqueo de la producción de KYN tiene como consecuencia un 
incremento de la neurotoxicidad inducida por la droga, sugiriendo un posible papel 
protector de este metabolito sobre el daño serotoninérgico. Por ello, con el objetivo 
de confirmar esta hipótesis, se administraron de forma conjunta L-kinurenina y 
probenecid, este último por su capacidad de bloquear los OAT encargados del 
transporte de distintos metabolitos de la vía de kinurenina fuera del SNC [199, 355]. 
Los datos revelaron que el tratamiento con L-kinurenina y probenecid previno 
parcialmente la neurotoxicidad inducida por MDMA tanto en hipocampo como en 
corteza frontal 7 días después de la administración de los compuestos, sin embargo, 
no se observó una disminución de la neurotoxicidad producida por la droga tras la 
administración de L-kinurenina o probenecid de forma independiente. En línea con 
estos resultados, varias publicaciones han demostrado que el tratamiento conjunto 
con L-kinurenina y probenecid posee un efecto sinérgico protector frente a 
fenómenos de neurotoxicidad [222, 223, 356]. Una de las posibles causas que se han 
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descrito en relación a este efecto es el aumento de la concentración de KYNA en 
cerebro [213, 222, 223, 356], metabolito derivado de la vía de kinurenina sintetizado 
a partir de su precursor directo KYN [12]. Este aumento de la concentración de 
KYNA es potenciado por la co-administración de KYN junto con probenecid, el cual 
bloquea los transportadores OAT induciendo la acumulación en el SNC 
principalmente de KYNA y también de KYN [199, 213, 356]. Dado que ambos 
metabolitos de la vía son moléculas capaces de secuestrar especies reactivas de 
oxígeno [205], un incremento de ambas podría favorecer la disminución del estrés 
oxidativo derivado de la administración de la droga a corto plazo, el cual participa en 
la neurotoxicidad inducida por MDMA [6, 41, 102, 103]. Además, es posible que el 
incremento de la concentración de KYN observado tras la administración de MDMA 
favorezca la producción de NAD+, uno de los productos finales de la vía de 
kinurenina y cofactor esencial en diferentes mecanismos con actividad antioxidante 
[139, 140]. En la misma línea, un trabajo publicado por Sprague et al. [357] mostró 
que el pretratamiento con triptófano producía un efecto protector sobre la 
neurotoxicidad inducida por MDMA 7 días después de su administración, lo que 
pudo inducir un incremento de los niveles de KYN [339], y como consecuencia una 
disminución del efecto neurotóxico derivado de la droga. Por otro lado, el bloqueo de 
la vía de kinurenina tras el tratamiento con el inhibidor de TDO podría alterar la 
correcta regulación de las concentraciones de TRP dando lugar a la síntesis de 
metabolitos tóxicos como derivados de triptamina e indoles [321, 358] contribuyendo 
así a la neurotoxicidad inducida por MDMA. 
A pesar de observarse mayor daño serotoninérgico en el hipocampo que en la corteza 
frontal tras la administración de MDMA, el 680C91 y L-kinurenina mostraron una 
acción similar en ambas regiones cerebrales, indicando que el efecto de estos 
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tratamientos no presenta una especificidad dependiente de la estructura cerebral. Por 
otro lado, uno de los mecanismos que participa en la neurotoxicidad producida por 
MDMA a largo plazo es la respuesta hipertérmica del organismo en las primeras 
horas tras la inyección de la droga [65]. Por ello, con el objetivo de determinar si 
alguno de los tratamientos administrados modificaba la hipertermia inducida por 
MDMA, se analizó la temperatura rectal de los animales durante las primeras 6 horas 
tras la inyección. Los resultados revelaron que ni el 680C91 ni el tratamiento con L-
kinurenina y probenecid modificaron la hipertermia producida por la administración 
de MDMA, descartando así que los mecanismos de regulación de la temperatura 
corporal estuvieran involucrados. 
En conjunto, los resultados obtenidos tras el tratamiento con el 680C91 y L-
kinurenina evidencian la implicación de la enzima TDO en la activación de 
mecanismos neuroprotectores inducidos tras la administración de MDMA. 
En condiciones fisiológicas, gran parte de la KYN sintetizada es utilizada por la 
enzima KMO, cuya ruta metabólica está dirigida al mantenimiento de las 
concentraciones de NAD+. El resto de KYN disponible es utilizada como sustrato en 
varias reacciones, siendo la ruta mediada por la enzima KAT una de las más 
importantes [12]. La utilización de KYN por ambas enzimas depende de su afinidad 
por el sustrato. En este sentido, aunque KMO presenta una Km menor que la enzima 
KAT, la metabolización de KYN a través de esta última puede verse incrementada 
cuando la disponibilidad del sustrato es mayor o tras la inhibición de KMO [148, 
157, 172, 316]. Para determinar si la administración de MDMA induce cambios en la 
expresión de KAT II, la isoforma de la enzima KAT más relevante en el SNC tanto 
en humanos como en ratas [12, 146, 316], y de KMO, se analizaron los niveles 
totales de ambas enzimas en hipocampo e hígado de ratas previamente tratadas con la 
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droga. El análisis de los datos no reveló diferencias en la expresión de KAT II y 
KMO en hipocampo tras la administración de MDMA a ninguno de los tiempos 
analizados al compararlos con el grupo control. Sin embargo, el análisis de la 
expresión de KMO en hígado mostró un aumento de sus niveles totales 3 h después 
de la administración de MDMA y una disminución a las 6 h. Se ha descrito que la 
expresión de KMO puede estar regulada a través de citoquinas proinflamatorias 
como TNF-? o IFN-?, incrementando o disminuyendo los niveles de esta enzima en 
función del tipo de citoquina [359]. Teniendo esto en consideración, es posible que 
las citoquinas inflamatorias producidas tras la administración de MDMA en tejido 
hepático puedan estar induciendo cambios sobre la expresión de KMO [110, 360]. 
Por el contrario, la expresión de KAT II en tejido hepático no se encontraba alterada 
tras la administración de MDMA a ninguno de los tiempos analizados, a pesar de que 
esta enzima también puede ser regulada por estímulos inflamatorios [183].  
Para profundizar en la implicación de las enzimas KMO y KAT II en la 
metabolización de la KYN producida tras el tratamiento con MDMA, se 
administraron dos inhibidores específicos de ambas enzimas, Ro 61-8048 y PF-
0485998 [306, 307], respectivamente, y se analizaron las concentraciones de KYN 
en hipocampo y plasma 3 h después del tratamiento con MDMA, momento en el cual 
el incremento de la concentración de KYN es máximo tanto a nivel central como en 
periferia. La administración del inhibidor de KMO (Ro 61-8048) potenció de manera 
significativa el incremento de los niveles de KYN inducido por el tratamiento con 
MDMA tanto en hipocampo como en plasma. Además, este mismo efecto fue 
observado en el grupo control que recibió únicamente el inhibidor, probablemente 
debido a que la enzima KMO metaboliza gran parte de la KYN sintetizada en 
condiciones fisiológicas [12]. Estos resultados son consistentes con los efectos 
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observados en otros trabajos, donde el uso de este mismo inhibidor produjo un 
incremento notable de las concentraciones de KYN en el SNC [361, 362]. No 
obstante, se ha observado que este compuesto no es capaz de atravesar la BHE [363], 
por lo que es posible que parte del incremento de KYN observado en hipocampo sea 
consecuencia del aumento de este metabolito a nivel periférico.  
Por otro lado, la administración del inhibidor de KAT II (PF-04859989), potenció el 
aumento de la concentración de KYN inducida por MDMA en hipocampo, sin 
observarse ningún efecto sobre el grupo control que sólo recibió el inhibidor. En 
línea con estos datos, un trabajo previamente publicado por Cherian et al. [364] 
mostró que el tratamiento con PF-04859989 inducía un efecto inhibitorio de la 
actividad de KAT II cuando éste se administraba en ratas tratadas con una dosis de 
L-kinurenina en comparación con las ratas control que recibieron L-kinurenina. Sin 
embargo, la administración única del inhibidor no produjo ningún efecto 
significativo. En base a estas observaciones, este trabajo concluye que para inducir la 
actividad de KAT II es necesario un incremento de los niveles de KYN, debido a la 
menor afinidad de KAT por este metabolito en comparación con KMO, la vía 
principal de metabolización de KYN [148, 172, 316]. Teniendo en cuenta estas 
consideraciones, es posible que el incremento de KYN observado en el hipocampo 
de las ratas tratadas con el PF-04859989 y MDMA se produzca como resultado del 
bloqueo de la actividad de KAT II, sugiriendo que el aumento de KYN observado 
tras la inyección de la droga es capaz de inducir un incremento de la actividad de esta 
enzima en hipocampo. Por el contrario, no se observaron cambios en los niveles 
plasmáticos del metabolito a nivel periférico en ninguno de los grupos que recibió el 
inhibidor de KAT II probablemente debido a que otras isoformas de KAT adquieren 
un papel más relevante en la periferia [12].  
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Considerando que ambas enzimas, KMO y KAT II, pueden sintetizar, a partir de 
KYN, diferentes metabolitos como KYNA y QUINA capaces de participar en 
diversos mecanismos de protección [144] se emplearon los inhibidores anteriores, Ro 
61-8048 y PF-04859989, con el objetivo de dilucidar su implicación en la 
neurotoxicidad serotoninérgica inducida por MDMA 7 días después de su 
administración. El análisis de los resultados mostró que ninguno de los dos 
inhibidores empleados modificaba la neurotoxicidad inducida por MDMA ni en 
hipocampo ni en corteza frontal 7 días después del tratamiento. A diferencia de los 
datos mencionados previamente donde la administración conjunta de L-kinurenina y 
probenecid tenía como consecuencia una disminución del efecto neurotóxico 
derivado de la droga, el incremento observado de los niveles de KYN tras la 
administración de ambos inhibidores no indujo un efecto neuroprotector en ningún 
caso. Es posible que el uso del probenecid esté retrasando el aclaramiento de algunos 
de los metabolitos de la vía de kinurenina a nivel central responsables del efecto 
neuroprotector favoreciendo así su acumulación en el SNC [199, 222, 355, 356]. En 
conjunto, los resultados obtenidos sugieren que las enzimas KAT II y KMO no 
desempeñan un papel relevante en la neurotoxicidad derivada de la administración de 
la droga. No obstante, dado que ambas enzimas dan lugar a moléculas neuroactivas, 
futuros experimentos serán necesarios para profundizar en la implicación de estos 
metabolitos en el efecto neurotóxico inducido por MDMA a largo plazo. 
En conclusión, los resultados mostrados en este bloque demuestran que la 
administración de MDMA promueve un incremento de los niveles de KYN a corto 
plazo a través de la activación de la enzima TDO hepática. El aumento de las 
concentraciones de este metabolito podría estar limitando el daño serotoninérgico 
derivado de la droga a través de la activación de distintos mecanismos directa o 
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indirectamente, actuando en este último caso como precursor de otros metabolitos 
neuroactivos pertenecientes a la vía de kinurenina. 
2. Implicación de los receptores AhR en la neurotoxicidad inducida 
por MDMA 
Los AhR son receptores citoplasmáticos cuya actividad depende de su unión con 
diferentes ligandos de naturaleza exógena o endógena [18, 233, 365-367]. Muchos de 
sus principales ligandos endógenos provienen del metabolismo del TRP, donde uno 
de los productos mayoritarios es KYN [13-15]. La unión de KYN con el AhR induce 
su traslocación al núcleo celular. Una vez allí, este complejo se une al factor de 
transcripción ARNT, formando un heterodímero capaz de interaccionar con 
secuencias XRE e inducir así la expresión de diversos genes [231, 278, 368] cuya 
función está relacionada con fenómenos de estrés oxidativo, inflamación o el 
metabolismo de moléculas, entre otros [16, 17, 228]. Teniendo en cuenta estos 
hechos, y en base a los resultados previamente comentados donde se observó que la 
administración de MDMA indujo un incremento de KYN a corto plazo en 
hipocampo, se determinó el posible efecto del aumento de la concentración de este 
agonista sobre la actividad de AhR. Para ello, se analizó la traslocación nuclear de 
este receptor a través del análisis de su expresión en extractos nucleares y 
citoplasmáticos de hipocampo 1 y 3 h después de la administración de la droga. El 
tratamiento con MDMA indujo un incremento de la ratio núcleo-citoplasma de los 
AhR, coincidiendo con el aumento previamente observado de los niveles de KYN en 
esta área cerebral. Con el objetivo de confirmar si el incremento observado de la 
traslocación de AhR al núcleo celular estaba mediado por un mecanismo dependiente 
de ligando, se administró un antagonista específico de este receptor, el CH-223191, 
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[13, 259, 308], el cual es capaz de bloquear la unión de AhR con alguno de sus 
principales ligandos como KYN, impidiendo así su activación [260, 369]. El 
tratamiento con el CH-223191 atenuó el aumento de la traslocación nuclear de AhR 
observado en el hipocampo 3 h después de la inyección de MDMA, confirmando así 
que la activación de AhR producida tras la administración de la droga es debida 
principalmente a la unión del receptor con alguno de sus ligandos endógenos como 
KYN u otros metabolitos derivados del TRP [13, 15, 17, 219, 367, 370].   
Con el objetivo de conocer si el aumento de la traslocación de AhR al núcleo celular 
tras el tratamiento con MDMA tenía como resultado un incremento de su actividad 
transcripcional, se analizó la expresión del gen CYP1B1, cuya regulación es 
dependiente del receptor [14, 276, 371]. El análisis de los datos reveló un aumento de 
los niveles de ARNm de CYP1B1 como resultado de la administración de la droga; 
en línea con otros trabajos donde observaron un aumento de la expresión de este gen 
y de otros dependientes de AhR como consecuencia de la activación del receptor 
mediada por la unión de KYN [14, 372]. Algunos autores han observado que el 
incremento de la expresión de AhR y de su cofactor en la función transcripcional 
ARNT tiene como resultado un efecto sinérgico que potencia la actividad del 
complejo resultante [373, 374]. Por ello, con el fin de determinar si el incremento de 
la actividad transcripcional de AhR inducido por la droga está en parte mediado por 
cambios en su expresión o en la de ARNT, se analizaron los niveles de ambas 
proteínas en homogenados totales de hipocampo. MDMA indujo un incremento de la 
expresión de AhR 3 h después de su administración, sin embargo, no se observaron 
cambios en la expresión de ARNT. Estos resultados coinciden con otros trabajos 
previamente publicados [239, 243], donde se observó que el aumento de la expresión 
de AhR en determinados contextos tenía como consecuencia un incremento de la 
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actividad transcripcional del heterodímero a pesar de no observarse cambios en la 
expresión de ARNT.  
En conjunto, estos resultados indican que la administración de MDMA induce la 
traslocación de AhR al núcleo celular posiblemente mediante el incremento de la 
concentración de su ligando endógeno KYN. El aumento de la presencia nuclear de 
AhR, así como de su expresión, tienen como consecuencia un incremento de su 
actividad transcripcional promoviendo la regulación de genes dependientes del 
receptor, como el CYP1B1.  
Tradicionalmente, los AhR han sido descritos como inductores de una respuesta 
tóxica y carcinogénica derivada de la exposición a la dioxina TCDD [234], sin 
embargo, numerosas publicaciones han evidenciado que este receptor también posee 
un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis del organismo [16, 17, 
229]. La función de AhR depende, en parte, del ligando encargado de activar al 
receptor, induciendo mecanismos de daño o protección celular dependiendo de si la 
activación es crónica o transitoria [17, 248, 249]. Así, la presencia de determinados 
agentes xenobióticos con una elevada afinidad por el receptor o el incremento 
mantenido de las concentraciones de distintos ligandos endógenos pueden activar 
AhR crónicamente, provocando la desregulación del receptor y, como consecuencia, 
la alteración de mecanismos celulares asociados al mantenimiento de la correcta 
función celular [13, 15, 375, 376]. Sin embargo, la activación aguda del receptor por 
alguno de sus ligandos endógenos u otros agonistas puede inducir mecanismos 
protectores frente a fenómenos inflamatorios o de daño oxidativo [269, 377, 378]. 
Por ello, con el fin de conocer si la activación aguda de AhR inducida tras la 
administración de MDMA ejerce un efecto neuroprotector a largo plazo, se 
antagonizó la traslocación nuclear del receptor con el compuesto utilizado 
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anteriormente el CH-223191 [13, 308] y se analizó la densidad de los SERT en 
hipocampo y corteza frontal. El bloqueo selectivo de AhR potenció la neurotoxicidad 
inducida a largo plazo por MDMA en ambas regiones cerebrales. Este efecto 
concuerda con los resultados mencionados previamente los cuales también mostraron 
un incremento del daño serotoninérgico producido por la droga al inducir la 
disminución de los niveles del ligando KYN mediante el inhibidor de la enzima 
TDO. Estos datos sugieren que la activación de los AhR podría participar en 
mecanismos neuroprotectores frente a la neurotoxicidad producida por la droga.  
Para profundizar en esta hipótesis se empleó un agonista de AhR que presenta baja 
afinidad por el receptor, DIM [379]. A diferencia de otros agonistas con mayor 
afinidad por el AhR los cuales son capaces de inducir su activación crónicamente 
[380, 381], el DIM es capaz de activar al receptor con carácter transitorio [317-319], 
mostrando un efecto protector dependiente de AhR en diferentes modelos 
experimentales [269, 317, 319]. Los datos mostraron que el tratamiento con DIM 
previno parcialmente el daño serotoninérgico producido por MDMA en hipocampo y 
corteza frontal. Este efecto manifiesta una clara relación con los resultados 
observados tras la administración de L-kinurenina, ligando de AhR, junto con 
probenecid, produciendo una disminución significativa de la neurotoxicidad inducida 
por la droga. En conjunto, los resultados indican que la activación de AhR observada 
en las primeras horas tras la inyección de MDMA limita el daño serotoninérgico a 
largo plazo inducido por la droga. No obstante, la administración de DIM podría 
estar produciendo un efecto protector independiente de AhR como se ha observado 
en modelos de la enfermedad de Parkinson [268], encefalomielitis [320] y otros 
modelos experimentales [270, 271, 309, 382, 383] mediante la activación de 
mecanismos que disminuyen del estrés oxidativo [270, 309, 382, 383].  
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MDMA induce la formación inmediata de especies reactivas de oxígeno, reflejada 
por un aumento de la concentración de ácido 2,3-dihidroxibenzoico en el dializado 
cerebral [7, 102, 103]. En este sentido, varios estudios previos han observado que el 
incremento de radicales libres promueve un aumento de la transcripción de enzimas 
antioxidantes, como catalasa y HO-1, con el fin de minimizar el daño oxidativo [19-
23]. El análisis de los resultados reveló un incremento de la expresión de las enzimas 
catalasa y HO-1 en hipocampo 3 h después de la inyección de la droga, aunque 
únicamente HO-1 manifestó un aumento significativo de su expresión a las 6 h. Este 
efecto sugiere que el incremento de la expresión de ambas enzimas antioxidantes 
podría ser consecuencia del estrés oxidativo inducido de forma inmediata tras la 
administración de la droga.  
La relación entre el estrés oxidativo generado y la neurotoxicidad inducida por 
MDMA ha sido ampliamente demostrada en diferentes publicaciones mediante la 
administración del agente captador de radicales libres PBN [6] o de otros compuestos 
antioxidantes [7, 8], los cuales fueron capaces de disminuir el daño serotoninérgico 
asociado a la droga. En base a esto, y considerando que DIM previno parcialmente la 
neurotoxicidad inducida por MDMA en nuestro modelo animal, se determinó si DIM 
podría estar limitando el daño serotoninérgico en hipocampo mediante su capacidad 
como inductor de enzimas antioxidantes [228, 264, 270, 290, 384] o captador de 
radicales libres [24-27]. Sorprendentemente, la administración de DIM en nuestro 
modelo animal previno el incremento de la expresión de catalasa y de HO-1 inducido 
por MDMA a todos los tiempos analizados, lo que sugiere que DIM podría estar 
disminuyendo el estrés oxidativo inducido por la droga mediante su función como 
captador de radicales libres [24-27], contribuyendo así a la disminución de la 
neurotoxicidad observada.  
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Por otra parte, considerando que otro de los mecanismos que participa en la 
neurotoxicidad producida por MDMA a largo plazo es la respuesta hipertérmica del 
organismo en las primeras horas tras la inyección de la droga [65], se determinó si 
alguno de los tratamientos administrados, DIM y CH-223191 modificaban la 
hipertermia derivada de la administración de MDMA. Los resultados mostraron que 
el tratamiento con DIM no alteró la hipertermia producida por la droga, sin embargo, 
el antagonista CH-223191 indujo un incremento significativo de la hipertermia 
producida por MDMA 4 h después de la inyección de la droga. Aunque existe una 
relación entre la hipertermia aguda y la neurotoxicidad a largo plazo, MDMA es 
capaz de producir un efecto neurotóxico de forma independiente al efecto 
hipertérmico. Así, un estudio de nuestro grupo de investigación ha observado que la 
administración de L-DOPA indujo un incremento de la hipertermia inducida por 
MDMA sin alterar el efecto neurotóxico derivado de la droga [385]. Además, se ha 
observado que dosis altas de MDMA inducen un daño serotoninérgico en ausencia 
de una respuesta hipertérmica [386]. Por ello, aunque la hipertermia tiene un papel 
modulador, no se considera un factor esencial en el mecanismo neurotóxico inducido 
por la droga [65]. Teniendo estos hechos en consideración, el efecto observado de 
DIM y CH-223191 sobre la neurotoxicidad de MDMA parecen cursar de forma 
independiente a los mecanismos de regulación de la temperatura corporal. 
En conjunto, estos datos sugieren que el efecto neuroprotector inducido tras la 
administración de DIM está relacionado con una disminución del estrés oxidativo 
producido tras la inyección de MDMA mediante su función como captador de 
radicales libres.  
En conclusión, los resultados de esta Tesis Doctoral revelan que la administración de 
una dosis neurotóxica de MDMA en rata incrementa los niveles plasmáticos de KYN 
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a corto plazo a través de un aumento de la actividad de TDO hepática. Este efecto 
podría ser, en parte, responsable del aumento de la concentración de KYN en 
hipocampo y corteza, el cual desencadenaría mecanismos protectores limitando la 
neurotoxicidad a largo plazo inducida por MDMA mediante la activación de los 
receptores AhR. Además, la administración previa de DIM, agonista de AhR, 
protegió parcialmente de la neurotoxicidad producida por la droga a través de 
mecanismos que disminuyen el estrés oxidativo generado tras la inyección de 
MDMA a corto plazo. Los resultados de este estudio han permitido dilucidar un 
mecanismo protector frente a la neurotoxicidad inducida por una dosis elevada de 
MDMA que podría ser clave en el desarrollo de futuras terapias que puedan 




















De los resultados presentados en esta tesis doctoral se pueden extraer las siguientes 
conclusiones: 
1. La administración de MDMA induce un incremento de los niveles de KYN a 
corto plazo a nivel central y periférico, en parte, a través de un aumento de la 
disponibilidad de TRP y de la actividad de la enzima TDO en hígado. 
2. El incremento de la actividad de TDO induce la activación de mecanismos 
neuroprotectores que limitan el daño serotoninérgico a largo plazo producido 
por la administración de MDMA, posiblemente, mediante un aumento de las 
concentraciones de metabolitos neuroactivos derivados de la vía de 
kinurenina como la KYN.  
3. La administración de MDMA produce un aumento de la actividad 
transcripcional de AhR a corto plazo que podría ser debida a la unión del 
receptor con alguno de sus ligandos endógenos como la KYN. 
4. El bloqueo específico de AhR potencia el efecto neurotóxico inducido por 
MDMA a largo plazo, sugiriendo que la activación de estos receptores a corto 
plazo limita el daño serotoninérgico producido por la droga. 
5. La administración de DIM, un agonista de los AhR, protege parcialmente 
frente al daño serotoninérgico inducido a largo plazo por MDMA. Este efecto 
neuroprotector mediado por DIM podría estar parcialmente relacionado con 
la disminución del estrés oxidativo producido en las primeras horas tras la 
administración de MDMA. 
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En conjunto, los resultados de la presente Tesis Doctoral revelan que la 
administración de una dosis neurotóxica de MDMA produce un aumento de la 
actividad de TDO y, como consecuencia, un incremento a corto plazo de la 
concentración de KYN en el cerebro el cual podría activar a los AhR limitando así la 
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